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1. Introduction 
Depuis de nombreuses années, le CIRAD et l'IFC travaillent en étroite collaboration pour mettre 
en commun des moyens et des compétences complémentaires au service de l'amélioration de la 
productivité des plantations d'hévéa. 
Une convention de recherche signée pour une durée de 5 ans (1999-2004) avait permis de définir 
les modalités d'exécution d'un projet de recherche qui portait sur (i) la mise au point d'un 
procédé économiquement viable de production de plants d'hévéa par embryogenèse somatique 
pour la propagation de masse et (ii) la mise au point des outils indispensables pour la mise en 
oeuvre de la transformation génétique sur l'hévéa, avec de possibles applications au niveau des 
processus d'écoulement, de coagulation et de régénération du latex. 
D'autre part, un autre sujet de recherche portant sur la mise au point d'un nouveau procédé de 
stimulation à l'éthylène gazeux a fait l'objet d'une deuxième convention de recherche. Elle a été 
signée en mai 2002 pour une durée de 5 ans. Une première phase de 2 ans (2002-2003) a été 
définie pour la mise en place d'une base expérimentale diversifiée et pour une première 
évaluation de la stimulation gazeuse appliquée à une saignée hebdomadaire. 
En fin 2003 un bilan des résultats obtenus pour ces deux conventions avait permis d'identifier de 
nouvelles voies de recherche répondant aux demandes des membres de l'IFC qui ont manifesté 
leurs intérêts dans les biotechnologies qui représentent un ensemble d'outils capable d'améliorer 
les clones mais aussi les systèmes d'exploitation associés. De même un intérêt marqué s'est 
exprimé sur la nécessité de faire partager les connaissances des planteurs sur les clones et les 
systèmes d'exploitation. Ces nouveaux projets ont fait l'objet de nouvelles conventions 
rappelées ci-dessous: 
- convention de recherche portant sur la mise au point d'outils dans le domaine de la 
biotechnologie visant à l'amélioration de la production de caoutchouc naturel; 
-convention de recherche portant sur un réseau de clones et des systèmes d'exploitation. 
Rappelons que la convention de recherche sur la mise au point d'un nouveau procédé de 
stimulation à l'éthylène gazeux continue pour permettre une amélioration de la productivité de 
l'hévéaculture en particulier sur l'incidence du coût de la main d'œuvre sur les charges 
d'exploitation d'une plantation d'hévéas. 
Les résultats obtenus en 2004 apparaissent dans ce rapport qui, compte tenu de la quantité 
d'informations, se subdivise en deux parties complémentaires: 
- hi partie 1 du rapport fait état du bilan des activités des conventions portant sur les 
biotechnologies et la stimulation à l'éthylène gazeux ainsi que de diverses activités annexes; 
- la partie 2 du rapport fait état des activités de la convention sur les réseaux de clones et les 
systèmes d'exploitation. 
1 
ll. Convention de recherche sur la mise au point d'outils dans le domaine 
de la biotechnologie visant à l'amélioration de la production 
11.1. Contexte général de la convention 
Les conventions entre le CIRAD et l'IFC sur la mise au point d'un procédé économiquement 
viable de production de plants d'hévéa par embryogenèse somatique et sur la mise au point 
d'outils indispensables pour la mise en œuvre de la transformation génétique ont abouti en 
2003 à: 
une méthode d'obtention et de conservation des lignées embryogènes; 
une méthode de régénération de vitroplants et la mise en place d'essai au champ ; 
un procédé de transformation génétique chez le clone PB 260 ; 
l' isolement de séquences de régulation contrôlant l'expression de gènes dans les 
laticifères et par induction éthylénique ; 
la caractérisation de l'expression de gènes de défense contre le stress oxydatif en 
collaboration avec l'IRD. 
Sur la base de ces outils, la convention établie pour la période de 2004 à 2008 s'inscrit dans 
une démarche qui vise la compréhension et l'amélioration de la productivité des hévéas par 
transgénèse. Ainsi, il est proposé : 
de transposer le procédé de transgénèse à deux autres clones d'intérêt industriel offrant 
des métabolismes différents ; 
de valider l'efficacité de la transgénèse pour réguler des fonctions endogènes au 
système laticifère ; 
d'identifier des gènes candidats susceptibles de coordonner l'ensemble des 
mécanismes liés à la production de latex. 
Par conséquence, ce programme de recherche s'articule selon deux axes : 
a/la mise en application de l'outil transgénèse qui fait appel aux techniques de culture in 
vitro, de transfert de gène et de biologie moléculaire ; 
b/ la caractérisation des mécanismes moléculaires liés à la production de caoutchouc naturel 
qui utilise les outils de la biologie moléculaire, de la génomique et de l'imagerie cellulaire. 
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11.2. Mise en application de l'outil transgénèse 
Le développement du génie génétique chez l'hévéa nécessite d'une part la maîtrise des étapes 
de transfert de gène et de régénération des plantes par embryogenèse somatique, et d'autre 
part la disponibilité de séquences régulatrices de l'expression des gènes (promoteur) et de 
séquences codantes de gènes d'intérêt. 
La première convention sur la mise au point d'outils indispensable pour la mise en œuvre de 
la transformation génétique a permis : 
l'établissement d'un procédé de transformation à partir de lignées embryogènes chez 
le clone PB 260 ; 
l'isolement de différents promoteurs des gènes composant les familles multigéniques 
codant pour l'hévéine et pour la glutamine synthétase 
l'isolement des séquences codantes de gènes impliqués dans la détoxication des 
radicaux libres lesquels sont synthétisés lors des réactions oxydatives. 
Les objectifs généraux de cette nouvelle convention sont d'aboutir à une maîtrise en routine 
de production de plantes transgéniques et de démontrer 1' efficacité de cette méthode pour 
modifier le métabolisme laticigène. 
Dans ce but, les objectifs scientifiques ont été affichés en six points (Tableau 1 ). 
Les deux premiers visent la maîtrise du matériel biologique, sous forme de banques 
cryoconservées de cals embryogènes, pour garantir les compétences des cals embryogènes à 
la transformation génétique d'une part (objectif 3), et des rendements de production et une 
qualité satisfaisants de vitroplants d'autre part. L'obtention de banques de cal embryogène est 
proposée chez trois clones correspondant à trois types métaboliques, lesquels ont intérêt pour 
la production de latex (clones industriels) et pour la connaissance du fonctionnement des 
mécanismes de production. Les autres objectifs concernent 1 'application du procédé de 
transgénèse pour la caractérisation de séquences régulatrices et de gènes rapporteurs 
(protéines fluorescentes) ou de défense contre le stress oxydatif. 
Les objectifs pour l'année 2004 étaient donc de se concentrer sur l'obtention et la 
cryoconservation de lignées embryogènes, la validation et le développement de la technique 
de transformation génétique pour la caractérisation de promoteurs, et enfin de déterminer 
quels sont les gènes cibles pour la lutte contre le stress oxydatif. 
11.2.1. Production et conservation de lignées embryogènes 
11.2.1.1 Production et conservation de lignées embryogènes chez le clone 
PB260 
Les objectifs au terme de la convention sont la production et la cryoconservation de lignées 
embryogènes de cal friable assurant, chez trois clones représentatifs des différents types 
métaboliques, une compétence à la transformation génétique et une capacité de régénération 
de vitroplants. 
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Tableau l. Résumé des objectifs scientifiques de la convention 2004-2008, de ceux de l'année 2004 pour la 
· r · d r util énè miSe en appiicahon e 0 trans ge se. 
Objectifs 2004-2008 Objectifs 2004 
Prévisionnel Réalisé 
1. Production et cryoconservation de Cryoconservats de lignées PB 260 Cryoconservats en banque 2 de 
lignées embryogènes de cal friable régénérantes certifiées 2llignées 
chez trois clones 
2. Amélioration des différentes Effet du nombre de cycle de 
étapes du procédé de régénération à cryconservation 
partir de lignées cryoconservées 
3. Développement d'un procédé de 
transformation génétique en routine 
chez trois clones 
4. Certification de la fonctionnalité Plantes transgéniques HEV::GUS Démonstration fonctionnalité et 
et de l'action de vecteurs de et GS ::GUS chez PB 260 expression spécifique du 
transformation permettant une promoteur H4 
expression ciblée 
5. Développement de vecteurs de 
transformation comportant un gène 
rapporteur codant pour une protéine 
fluorescente 
6. Etude de la régulation du Choix des gènes d'intérêt parmi CuZn SOD, ascorbate 
métabolisme oxydatif et éthylénique ceux disponibles peroxydase, glutathion 
par transgénèse peroxydase, gama-
glutamylcystéine synhétase, ace 
synthase, ace oxydase 
En 2004, il s'agissait de réaliser plus particulièrement des banques cryoconservatoires de 
lignées chez le clone PB 260 à partir des lignées de cal friable initiées en 2003. Ainsi, nous 
avons pu établir 12 et 20 lignées par les méthodes d'embryogenèse entretenue respectivement 
à partir de fragments de tégument et d'embryons primaires {Tableau 2). 
En ce qui concerne 1' embryogenèse entretenue à partir de tégument (ENT-n, 4 parmi les 12 
lignées se sont avérées avoir une capacité embryogène. Le pourcentage de lignées obtenues 
par rapport aux explants mis en culture est de l'ordre de 1 %o (de 0,6 à 1.7) et ne semble pas 
être amélioré par l'utilisation de fruits issus d'arbres plus jeunes. En embryogenèse entretenue 
à partir d'embryon (ENT-E), la proportion de lignées établies est sensiblement plus 
importante (16 parmi les 20 établies). Ce résultat est principalement du à l'utilisation de 
fragments d'embryons primaires lesquels ont été produits par des cultures à partir de fruits de 
vitroplants. Ainsi, le pourcentage de lignées établies passe de 1-2 %o, avec des fruits d'arbres 
greffés, à près de 30 %o ou 10 %o respectivement par rapport au nombre de fragments de 
tégument ou d'embryons mis en culture. La plus forte réactivité in vitro des téguments de 
graines collectées sur des vitroplants est un paramètre qui doit être confirmé car il pourrait 
être déterminant de la conduite future pour l'établissement des lignées. La mise en place en 
2000 au Nigeria d'un jardin grainier composé de vitroplants sélectionnés de plusieurs clones 
d'hévéa représentera un atout pour les futures mises en culture. 
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Tableau 2. Effet de l'origine des fruits et de la voie d'embryogenèse entretenue, à partir de fragments de tégument ou d'embryon, sur la capacité d'établissement de lignées 
de cal embryogène et leur cryoconservation. 
Clones Origine des fruits Mise en culture Voies Lignées de cal friable Cryoconservation 
embryogène Nb("- téguments-"- embryons) 
entretenue 
Types Age Collecte Fruits Fragments Fragments En Etablies Embryogènes Banque 1 Banque2 
plant tégument embryon cours 
(date) (nb) (nb) (nb) 
PB260 Greffés 1986 05/2003 13 1128 - Tégument - 1 (0.9) 1 (0.9) 1 
--------------------oëë-ifis ________ ï992 ____ Tii2-oof _____ 58 522o ------------:----------------T'éiümënt -------_ ----------9-(r7> ---------------ïë0.2) __________ o _________ 9 ___ _ 
·------·--·-----------------------------------
--------------------- ---------------
--------------------------
---
Greffés 1996 05/2003 44 3534 - Tégument - 2 (0.6) 2 (0.6) 2 2 
------------------------orëms _______ ï9s_6 ________ osi2-ôo-r·---i3 __________ ïï44-------------------=-------------------Ëôïï;ëYOïïs---------------=----------oTof ______________ o_(o> --------------------------------------
-------------- Gre"ffés ___ 1992 _______ ïïi2-oô3 ____ T3 _____ 936____ 36o ________ Embryoiï8----------:-------2ë2.T:s~6T ______ o co-or------ -------
-------------------GrefÏé_s _____ ï996 ________ o.Si20oT _____ 33 _________ TS"i9 _________ 255_6 _______ Ëmbryons ------------=------------2-(iï -o.sy-·-------2-(ï~ï:"ô~sr·----------2--------------2-----
·-------------vitrop-lants 1996 ___ 05ïiôoT--4·----537 ________ ï 576·--------~mbryons _____ _ 16 (29.8-10.2) 14 (26.1-8.9) 15 8 
RRIM600 Greffés 1978 05/2004 16 864 Nd Tégument 0 0 
·------------------·--------·----------·------
------------------- -----------------
-------
Greffés 1978 05/2004 12 864 Nd Embryons 0 0 
PB 314 Greffés 1999 05/2004 12 864 Nd Embryons 0 0 
Nd: non déterminé 
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La comparaison des capacités de régénération de plants entre les meilleures lignées établies en 
1998 et 2003 permet de démontrer que les rendements de production de vitroplants sont du 
même ordre de grandeur (20 plants 1 g MF cal) (Tableau 3). L'utilisation de différentes 
conditions de culture à l'initiation de la callogenèse n' a donc pas permis d'identifier un milieu 
de culture plus performant Cependant, une analyse qualitative du matériel végétal au cours de 
la phase d'acclimatation et du développement de la plantule a été initiée afin de déterminer 
l'influence potentielle de la composition du milieu de culture et en particulier des régulateurs 
de croissance. 
Tableau 3. Comparaison des capacités de régénération de plants par embryogenèse entretenue entre les 
meilleures lignées établies avant 2000 et en 2003. 
Noms lignées Année Régénération 
d'obtention 
(année essais) (ob plants 1 g MF al) 
A3,4,14.98 1998 2000 14,4 
A3,4,14.98 1998 2001 2l.l 
A5 2003 2004 20±6 
A6 2003 2004 22±5 
Lorsque la quantité de cal par lignée est suffisante, une première banque cryoconservatoire 
(banque 1 composée de 5 cryotubes) est réalisée, tandis que 3 essais successifs de 
régénération sont réalisés avant la constitution d'une deuxième banque (banque 2 composée 
de 25 cryotubes) plus importante (Figure 1 ). Cette stratégie de culture in vitro permet de 
conserver au plus tôt les lignées établies afin de limiter les variations potentielles survenant au 
cours de la prolifération des tissus in vitro. 
Ainsi, 22 banques cryoconservatoires de type 2 ont été réalisées. Une caractérisation des 
capacités de régénération est en cours pour chacune de ces lignées afin d'identifier celles qui 
seront les plus susceptibles à être cryoconservées en banque de type 3 (50 à 100 cryotubes). 
Ces banques de type 3 ou dîtes de travail seront d'une part caractériser avec des effectifs plus 
importants, et d' autre part utiliser pour des expériences d'optimisation des phases de 
régénération. 
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Figure 1 .Stratégie en culture in vitro de l'hévéa pour l'obtention, la validation et la conservation des lignées 
embryogènes. 
Sélection lignées 
embryogènes régénérantes 
... 
Banque 3 
Téguments ou embryons somatiques (embryogenèse primaire ou entretenue) 
~ INDUCTION CALLOGENESE & FRIABILITE 
1 Lobes friables 1 l ETABLISSEMENT DE LIGNEES 
~--------~----~ 
1 Banque ) 1 REGENERATION RBC~ RI+------ CRYOCONSERVATION 
REGENERATION l 
R2• R>«>ON,~TION! CRYOCON.~VAT>ON 1 1 REG•N~T>ON Banque 2 RBC2 R3• 
--" 
CRYOCONSERVATION 1 
• 
Sélection lignées 
embryogènes 
régénérantes 
Choix 1 à 2 banques cryoconservées de travail 
avec les lignées les plus régénérantes et de qualité ~·········································
················································································ 
Transformation génétique 1 
1 Evaluation des vitroplants au champ 1 
Amélioration des différentes phases du 
procédé d'embryogenèse 
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Banque 1 : 5 cryotubes 
Banque 2 : 25 cryotubes 
Banque 3 : 50 cryotubes 
ll.2.1.2. Effet de la cryoconservation des cals sur les capacités de 
régénération 
Suite à l'amélioration de la capacité embryogène et de conversion en plantules par la 
cryoconservation de cal (cf. rapport 2003), l'expérience a été poursuivie sur 12 cycles de 
prolifération après réchauffement du cal cryoconservé. Nous pouvons observer alors un 
maintien de la capacité embryogène au cours de temps et une augmentation très significative 
après 2 cycles de cryoconservation (fableau 4). 
Ce résultat majeur sur l'amélioration de la qualité du cal par la cryoconservation a motivé la 
mise en place d'une manipulation avec des effectifs importants pour confirmer ces résultats et 
pour acquérir une expérience dans la gestion du matériel végétal cryoconservé : 
La variabilité entre les cryotubes d'un même stock. 
La durée de stockage dans l'azote liquide. 
Le nombre optimal de cycles successifs de cryoconservation. 
La concentration en calcium lors du réchauffement du cal. 
La durée de prolifération du cal (nombre de cycle surENT) après réchauffement en 
vue de la régénération dans l'année qui suit. 
L'effet de la durée du cycle de réchauffement. 
Le nombre de cycles sur ENT après réchauffement avant une autre cryoconservation. 
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Tableau 4. Effet du nombre de cycle de cryoconservation sur les capacités cie régénération de ~ée de cal VP10 du clone PB 260. 
Cryoconservation Après 1 cycle sur ENT Après 12 cycles sur ENT 
Nb cycles Embryons 1 g cal Germination /g_cal Plantules 1 g cal Embryons 1 g cal Germination 1 g cal Plantules 1 g cal 
0 57±61" 0,0±0,0 0,0±0,0 19.5±4.9 f0.4±6}b 0 .3±0~ 
1 63±36 8 ND 17,7±18,0 49.6±3l.O"b 42.1±28.8•b 5.8±4.3"b 
2 ND ND ND 58.2±9.7" 47.2±8.8" 8.6±4.1" 
1 Test de Fisher (LSD).Toutes les valeurs avec la même lettre ne sont pas significativement différentes (P <0.01). 
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11.2.2. Validation et développement de la technique de transformation génétique 
pour la caractérisation de promoteurs 
11.2.2.1. Validation de la méthode de transformation génétique chez PB 
260 
Les travaux conduits en 2003 et finalisés en 2004 ont donné la matière à un projet de 
publication soumis en septembre 2004 à Plant Cel/ Reports (Blanc et al., 2004). Ce papier 
décrit un procédé efficace de production de lignées de cal et de plants transgéniques pour le 
clone PB 260 d'Hevea brasiliensis. Ce procédé utilise des lignées embryogènes dont les 
compétences à la transformation génétique ont pu être stabilisées ou améliorées par la 
cryoconservation et 1' optimisation des conditions de température de la phase de coculture 
avec les agrobactéries. 
L'analyse moléculaire des lignées de cal montre qu'elles possèdent jusqu'à 4 copies d'ADN-
Tet que certaines d'entre-elles sont identiques, ce qui pourraient s'expliquer par des mélanges 
de cal lors des manipulations (Tableau 5). Parmi les 24 lignées résistantes au départ à l'agent 
de sélection (la paromomycine ), 19 sont transgéniques et présentent des événements 
indépendants de transformation. 
Tableau S. Analyse moléculaire des lignées transgéniques 
Lignées transgéniques 
Références Origine Noms Nb copies 
C- VP10 VPIO 0 
C+ PM95 R11 2 
1 VP10-1C FAT2Al9 1 
4 VP10-2C FAT3A44.2 0 
8 VPIO E6T6A43.2 2 
13 VP10-2C FAT3A18.1 1 
15 VPIO E6T6A36.3.3 3* 
18 VP10-1C FAT2A15.2 0 
20 VP10-2C FAT3Al4 1 
21 VP10-1C FAT2Al4.3 1 
23 VP10-1C FAT2Al7.1 4 
25 VP10-2C FAT3A18.2 1 
27 VP10 E6T6A36.3.2 3* 
29 VP10 E6T6A36.3.1 3* 
31 VP10-1C FAT2A7.2 3 
33 VP10-1C FAT2A14.2 2 
35 VP10-2C FAT3A44.3.2 l 
36 VP10 E3T4A5 1 
38 VPIO E3T5A1 1 
41 VPIO E6TlOA9 1 
42 VPIO E7T1A3.1 0 
44 VP10-1C FAT2A22.2 2 
46 VP10-2C FAT3A4Ll 2 
47 VPIO E3TlOA16 1 
56 VP10 E6T3A6.3 1 
61 VP 10 inconnu 2 
Lignées 15,27 et29 sont identiques sur le plan moléculaire. 
Des essais de régénération ont été appliqués sur 9 des 19 lignées totales, lesquelles 
comportent soit 1, 2 ou 3 copies de l'insertion (Tableau 6). Le nombre d'insertion d' ADN-T 
dans le génome n'affecte nullement les rendements de production et la qualité des plants 
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transgéniques. Pour la première fois à notre connaissance, un grand nombre de plants 
35S::GUS (372 au total) a pu être produit chez l'hévéa à partir de 6 lignées transgéniques 
indépendantes chez le clone industriel PB 260 comparativement aux quelques plantes 
produites pour les clones RRll 105 et GL 1 par d'autres équipes (Jayashree et aL, 2003), 
(Arokiaraj et aL, 1998). L'efficacité de ce procédé en matière de régénération de plants tient 
au fait que le processus d'embryogenèse somatique est induit après établissement de lignées 
de cal transgénique ce qui permet de s'affranchir du problème de quantité de matériel végétal 
disponible. De plus, la disponibilité d'une méthode de cryoconservation permet de conserver 
les lignées transgéniques de cal pour réaliser des productions de plantes ultérieurement 
(Engelmann et al., 1997). La production simultanée de plantes jumelles (clones) à partir d'une 
lignée transgénique donnée représente un avantage quant au gain de temps en s'affranchissant 
d'une étape de propagation végétative notamment par greffage ou encore quant à la 
production de plants sur leurs propres racines. 
Tableau 6. Bilan des expériences de régénération de Elants à Eartir des lignées transgénigues. 
Lignées Analyses Analyse de régénération Activité GUS 
Références 
C-
C+ 
56 
1 
13 
35 
8 
33 
44 
15 
31 
moleculaires dans les feuilles 
Origines Nb copies Nb RITA Nbembryos Nb plantes 
(nb/RITA} (nb/RITA} 
VP10 0 4 79 (19.8) 1 (0.3) 
PM95 2 5 0 ~0.0) 0 (0.0) ND 
VP10 l 2 18 (9.0) 6 (3.0) + 
VP10-IC 1 1 9 (9.0) 0 (0.0) ND 
VP10-2C 1 ll 223 (20.3) 69 (6.3) + 
VP10-2C l 3 69 ~23.0~ 22 p.3) + 
VP10 2 9 150 (16.7) 0 (0.0) ND 
VPlO-lC 2 4 12 (3.0) 0 (0.0) ND 
VPIO-lC 2 4 72 ~18.0~ l ~0.3~ + 
VPIO 3 23 997 (43.3) 272 (11.8) + 
VP10-1C 3 5 165 (33.0) 2 (0.4) + 
ll.2.2.2. Influence de différents promoteurs contrôlant l'expression de 
l'activité GUS sur l'efficacité de transformation · 
Pujade-Renaud a isolé deux types de séquence régulatrice: les promoteurs (Hl et H4) issus de 
gènes codant pour l'hévéine et supposés diriger spécifiquement l'expression de gène dans les 
laticifères, et les promoteurs (GS2 et GS3) issus de gènes codant pour la glutamine synthétase 
et dont l'expression est induite par l'éthylène (Pujade-Renaud et al., 2004). Suite à une 
première caractérisation dans des plantes modèles (arabète et riz), une étude a été envisagée 
dans des plants transgéniques d'hévéa. L'isolement de quelques lignées transgéniques de cal 
nécessite d'obtenir des centaines d'événements de transformation par gramme de cal cocultivé 
avec les agrobactéries (Agrobacterium tumefaciens) au départ. Une première expérience a 
permis de montrer que tous les promoteurs étudiés permettent une expression du gène 
rapporteur GUS (Tableau 7). Toutefois, les niveaux d'activité GUS enregistrés montrent des 
différences de« force» entre ces promoteurs: le promoteur Hl donnant très significativement 
les activité les plus élevés, ensuite 35S et H4, puis les promoteurs GS2 et GS3 pour lesquels 
les niveaux sont en-dessous de la centaine d'événements de transformation par gMF 
généralement nécessaire à l'établissement de lignées transgéniques. Une tentative 
d'optimisation du procédé de transgénèse a été réalisée par l'application de la lumière pendant 
la phase coculture. 
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Contrairement à ce qui est observé chez d'autres espèces (Zambre et al., 2003), le traitement 
lumière réduit drastiquement l'activité GUS contrôlé par le promoteur Hl. 
Tableau 7. Influence des promoteurs et des conditions de coculture sur l'activité GUS (Unité 
Transgénique/Matière Fraîche) enregistrée sur des agrégats de cal 20 jours après transfonnation de cal friable 
avec la souche EHA105. 
Promoteurs Conditions de coculture Croissance1 Activité GUS1 
Durée Température Obscurité/Lumière des agrégats 
Gours) (OC) (mg.ag·1) (UT.g·lMF) 
Non 5 20 Obscurité 5,1±3,6. O,O±O,Oc 
35S 5 20 Obscurité 2,2±1,6b 345±277bc 
35S 6 20 Obscurité 1,4±0,7b 45±62c 
Hl 5 20 Obscurité 1,7±l,lb 580±598"" 
Hl 6 20 Obscurité 2,0±1,lb 875±5or 
H4 5 20 Obscurité 1,8±l,Ob 360±33lbc 
H4 6 20 Obscurité 1,4±0,6b 176±260bc 
GS2 5 20 Obscurité 1,6±0,9b 2±5c 
GS2 6 20 Obscurité 1,4±0,8b 82±184c 
GS3 5 20 Obscurité 1,4±0,8b 62±5lc 
GS3 6 20 Obscurité 1,4±0,9b 37±40c 
Hl 5 20 Lumière (l2h/24h) 1,4±l,Ob 8±19c 
1 Test de Fisher (LSD).Toutes les valeurs avec la même lettre ne sont pas significativement différentes (P <0.01). 
Etant donné que le promoteur Hl consiste à une courte séquence sans élément de régulation 
pouvant lui apporté une spécificité, Hl pourrait représenter un promoteur plus fort que le 35S 
pour diriger une expression constitutive chez l'hévéa. Pour répondre à notre objectif de 
disposer d'un promoteur contrôlant l'expression de gènes d'intérêt dans les laticifères, 
l'isolement de lignées transgéniques n'a été poursuivi qu'avec le promoteur H4 qui dispose de 
l'ensemble des éléments de régulation. Pour les promoteurs inductibles par l'éthylène (GS2 et 
GS3), l'isolement de lignées n'a pas été entrepris du fait des faibles efficacités de 
transformation enregistrées avec ces constructions. L'obtention de lignées transgéniques GS2 
et GS3 nécessitera donc l'utilisation de lignées embryogènes à forte compétence pour la 
transformation. 
ll.2.2.3. Production de lignées de cal et de plants transgéniques 
H4::GUS 
L'isolement de lignées transgéniques H4::GUS a été entrepris à partir de cals transformés 
ayant un potentiel de 360 événements de transformation par gramme de caL Seize lignées 
transgéniques ont ainsi été établies à partir de la lignée embryogène VP10 du clone PB 260. 
L'amplification des lignées transgéniques montre que leur croissance n'est pas homogène 
(Tableau 8). Le nombre d'embryons conformes obtenus après les différentes étapes de 
régénération est très variable d'une lignée transformée à l'autre: aucun embryon produit pour 
la lignée A5 alors que 57 embryons conformes ont été obtenus avec la lignée Al9. Cela 
pourrait être expliqué par les différentes modifications génétiques mais aussi par la variabilité 
intra-lignée généralement observée sur le matériel embryogène non transformé. De plus, ces 
résultats ne montrent pas de lien entre la forte croissance du cal friable enregistrée pour la 
lignée A 1 par exemple et son taux de régénération. Au final, sur les 16 lignées de cal, 10 ont 
permis d'obtenir au moins une plantule transformée acclimatée en serre. 
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Tableau 8. Croissance, régénération et nombre de plantules obtenues à partir des 16 lignées transformées avec 
la construction H4::GUS. Chaque unité de régénération Rita® étant ensemencée avec 1 g de cal. 
Nb Nb embryons Nb plantules 
Evaluation RITA® conformes feuillées in Nb plantes 
Lignées croissance en en Nb vitro acclimatées 
amplification culture germin
ations (1 mois après (2 mois après 
Total /gMF germination) germination) 
Al7 ++ 5 42 8.4 8 5 10 
A7 ++ 4 18 4.5 7 2 3 
A3 ++++ 5 2 0.4 0 0 0 
A20 +++ 4 30 7.5 2 2 4 
AS +++ 4 0 0 0 0 0 
A19 ++ 4 57 14.3 9 6 4 
Al4 ++ 1 18 18 ll 11 2 
AS ++ 2 9 4.5 2 1 4 
AIS + 4 6 1.5 1 1 1 
A16 +++ 3 8 2.7 1 0 0 
AIO ++++ 0 0 0 0 0 
Al ++++ 6 6 3 3 4 
Ail +++ 2 9 4.5 1 1 2 
A4 +++ 2 42 21 8 6 8 
A13 + 2 0 0 0 0 0 
AIS + 0 0 0 0 0 
Une analyse moléculaire a été effectuée dès le stade cal afin d' avoir une confirmation de la 
présence de l' insert par PCR (Polymerase Chain Reaction) avec un contrôle d'amplification 
du gène virD2 pour déceler des traces d'agrobactéries (Figure 2). Cette PCR a été effectuée, 
avec des amorces spécifiques des gènes uidA et nptll donnant une amplification de fragments 
de 656 et 393 pb respectivement, sur de l'ADN génomique extrait à partir des cals friables 
transformés. Cette amplification s'est révélée positive pour toutes les lignées transformées, 
alors qu'aucun produit n' apparaît sur des cals non transformés. Aucune amplification du gène 
virD2 n'a été constatée chez les lignées de cals transgéniques analysées. L' ensemble de ces 
résultats indique que l'amplification des gènes uidA et npt II n'est pas due à une présence 
résiduelle d' agrobactérie. 
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Figure 2. E lectrophorèse sur ge l d' agarose des produits d'amplification par Polymerase Chain 
Reaction (PCR) des gènes uidA (A), nptll (B). et virD2 (C) sur l'ADN génomique : Puits 1 : de 
tissu non transfom1é, Puits 2 :. du plasmide pC230 l Puits 3 à 18 : des lignées de cals friables 
d'Hevea brasiliensis transformées H4::GUS respectivement Al ,A3 ,A4, AS , A7, A8. AlO. Ail. 
Al 3, Al4. AIS. Al6, Al7, AIS. A19, A20. La taille des fragments amplifiés est de 656 pb pour 
uidA, de 393 pb pour nptll et de 350 pb pour virD2. 
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11.2.2.4. Caractérisation de l'expression contrôlée par le promoteur H4 
Les travaux menés sur l'analyse fonctionnelle dans le riz des promoteurs des gènes codant 
pour l'hévéine et la glutamine synthétase chez l'hévéa, en réponse aux stress biotiques et 
abiotiques (Cambillau, 2002), et sur l'analyse in si/ico de la séquence du promoteur H4 
(Pujade-Renaud et al., 2004) (Tableau 9), permettent de cibler les facteurs potentiels de 
régulation de ce promoteur chez l'hévéa (Tableau 10). Disposant de lignées transgéniques 
H4::GUS, les traitements ont été appliqués à la fois sur du cal et des plantules cultivées in 
vitro. 
Tableau 9. Bilan de l'étude in si/ico des séquences régulatrices du promoteur H4 et agents abiotiques envisagées 
pour sa caractérisation fonctionnelle dans les lignées transformées (Pujade-Renaud et al., 2004). 
Elément Cis Nb copies Fonctionssup~ Traitements envisagés chez l'hévéa 
Wbox 8 Réponses aux stress biotiques et Blessure, éthylène, méthy
lcyclopropane, 
abiotiques acide abscissique 
1-box 7 
Régulation par la lumière Lumière pour croissanc
e des cals et 
GTI obscurité pour la croissance des plantules 36 
consensus 
GAHV, 5 Réponse à l'acide gtbbérellique Acide gtbbérellique GARE 
TATCC- 1 Régulation par le sucre et les hormones Aci
de gtbbérellique, acide jasmonique, 
element acide abscissique 
Asl-like 1 
Sensibilité à l'acide salycilique (SAR) Acide salycilique, auxines 
et aux auxines 
HSE, Augmentation ou diminution de 
CCAAT, 52 Régulation par des chocs thermiques température par rapport aux conditions 
MAR standard (27°C) 
WUN-motif 17 Stimulation par la blessure Blessure 
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Tableau 10. Traitement d'induction du promoteur H4 sur les lignées transformées avec la construction H4::GUS 
en vue d'une quantification de l'activité fluorimétrique GUS. Ces traitements se déroulant sur une période de 
24h dans l'obscurité excepté le traitement lumière. 
Traitements 
Control 
Imbibition 
Blessure 
Eth rel 
Ethylène 
Métbylcyclopropane (MCP) 
Froid 
Lumière 
Acide abscissique (ABA) 
Acide gibbérellique (GA3) 
Cals friables 
Culture normale 
Imbibition du cal avec 10 J.LL de 
milieu de culture liquide MH. · 
Ecrasement du cal 
Imbibition du cal avec 10 J.LL 
d'éthrel à 2% 
Injection de 10 ppm de ~H2 dans 
une enceinte hermétique d' l litre 
d'air. 
Ajout de 250 JLL de MCP liquide 
libérant l'équivalent de 10 ppm de 
gaz. 
Culture à 20°C 
Culture avec une photopériode de 
l6h 
Imbibition du cal avec 10 ~L de 
milieu de culture liquide MH.- + 10 
~ABA 
Imbibition du cal avec 10 J.LL de 
milieu de culture liquide MHJ + 10 
GA3 
Analyse au niveau des cals friables 
Plantules in vitro 
Culture normale traitement 
Non effectuée 
Non effectuée 
Pulvérisation d'éthrel sur les 
plantules 
Injection de 10 ppm de C2H2 dans 
une enceinte hermétique d' 1 litre 
d'air. 
Ajout de 250 J.LL de MCP liquide 
libérant l'équivalent de 10 ppm de 
gaz. 
Non effectuée 
Non effectuée 
Non effectuée 
Non effectuée 
L'amplification du cal de 6lignées transgéniques H4::GUS a été suffisante pour permettre de 
tester l'influence de 9 des traitements abiotiques sélectionnés (Tableau 10). Les mesures 
d'activité GUS réalisées n'ont pas permis d'établir de différences significatives intra-lignée 
ou intra-traitement pour l'ensemble des lignées (Tableau 11). Toutefois, certaines lignées 
comme la A4 et la Al9 montrent une augmentation significative de l'activité fluorimétrique 
GUS respectivement de 5 et 3 fois lors d'une application de lumière pendant 24h. De même, 
une augmentation de 2,8 fois de l'activité GUS est relevée avec le traitement éthylène sur la 
lignée A20, et de 7 à 9 fois supérieures lors des traitements par imbibition, lumière ou anti-
éthylène (MCP: Méthyl CycloPropane) sur les cals friables de la lignée Al. 
Bien que la moyenne des activités fluorimétriques GUS de toutes les lignées transformées ne 
laisse pas apparaître de différence significative entre les traitments, on peut observer une forte 
augmentation (plus de 2 fois) de l'activité pour les traitements lumière, éthylène, MCP ou 
imbibition des cals friables. Le fort effet du choc osmotique de ce dernier traitement semble 
masquer les effets des traitements impliquant aussi une imbibition des tissus tels que les 
traitements ABA, GA 3 et Ethrel. 
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Tableau 11. Influence de différents stress sur l'activité fluorimétrique GUS sur des cals transformées comportant la construction H4::GUS ainsi que 35S::GUS. Les 
traitements appliqués sont les suivants : imbibition= lOf.lL de milieu MH.;; blessure= écrasement ; éthrel =imbibition dans solution à 2%; éthylène = C2H2 à 10 ppm ; GA3 
=acide gibbérellique à 10f,!M dans MH4. ; ABA =acide abscissique à IOf.lM dans~- ; MCP = méthylcyclopropane à 10 ppm ; lumière= photopériode de 16h; froid= 
culture à 20°C. •·e les valeurs ayant la même lettre ne sont pas significativement différentes (P<0.05) après test de Fischer. Les moyennes d' activité GUS sont réalisées à 
partir d'une mesure fluorimétrique sur 3 extraits protéiques. 
Promoteur Lignées Activité GUS l~ MU/min/ms de l!rotéine} 
Controll Imbibition Blessure Etbrel Etb;tl~ne GÂ.J ABA MCP lumière Froid {20°9 
A17 233 ::1:12 abc 177 t133 lb 101 tO 1 232 :1:37 abc 367 %155 ° 207 t9 ab 158 :1:65 ab 309 t120 be 183 %210 abc 114 1bc 
Al 62 t32 1 509 %298 be 315 :1:156 abc 441 %212 be 234%225 lb 249 :1:18 abc 423 %213 be 616 ±102 ° 681 be 301 :1:296 abc 
A20 226 t178 1 377 t186 1b 313±127 1 333 t82 1 635 %411 b 270 %72 1 328%45 1 269 :1:158 1 249 %243 1 151 :t2eO 1 
H4::GUS 
A4 117 ±127 1 199%278 1 179:1:61 1 647 ±11 2 b 208 t147 1 217 ±178 1 280%43 1 1481 613t310b 147 t37 1 
Al9 110 ±52 1 122 %47 lb 69%21 1 176 t55 abc 258 t1 01 abod 379 :1:150d 305 %222 bod 227 ±57 abod 349 :1:187 od 252 %233 lbod 
Al4 60:1:94 1 143%145 lb 115 ±52 1b 92 ±127 1 70:1:120 1 53 :1:82 1 246 :1:157 b 56:1:61 1 131 t22 1b 1"b 
Moyenne 135 t77 1 255 t154 1 182 :1:109 1 320 %201 1 295%192 1 229 t108 1 290:1:86 1 271 :1:192 1 368 %229 1 161 ±108 1 84 
35S::GUS A44 302 :1:167 be 329 :1:152 bod 275:133 be 248 ±38 b 336 :1:35 bod 445 t70d 378 ±58 bod 385 t90od o• 322 %49 be 
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Analyse au stade de plantule in vitro 
Quatre lignées ont permis de régénérer cette année un nombre suffisant de plantules 
transgéniques pour effectuer une caractérisation préliminaire du promoteur H4. Bien que les 
différences d'activité GUS ne soient pas significatives entre les traitements du fait qu'une 
seule plantule soit utilisée par traitement et que leur croissance soit hétérogène, certains faits 
ressortent de ces mesures {Tableau 12). Le traitement au MCP provoque une nette baisse de 
l'activité fluorimétrique GUS dans tous les organes de la lignée A4. Cette particularité se 
retrouve également au niveau de la moyenne des plants, même si le phénomène est moins 
marqué. Les traitements éthyléniques, sous forme soit d'éthylène gaz soit d'Ethrel, 
provoquent une augmentation de l'activité fluorimétrique GUS de 7 à 39% au niveau de tous 
les organes. 
Conclusions sur la caractérisation précoce de la régulation du promoteur H4 dans des cals 
friables et des plantules in vitro 
Les travaux antérieurs sur la caractérisation des gènes codant pour l'hévéine avaient conduit à 
l'hypothèse que ces gènes étaient exprimés spécifiquement dans le latex. Par la suite, il a été 
montré que l'état indifférencié des cellules formant le cal permettait aussi 1' expression de ce 
gène (Montoro et al., 1997). Notre étude sur la fonctionnalité du promoteur H4 du gène 
hev2.1 a donc pu porter sur deux types de matériel végétal: le cal embryogène et les 
plantules in vitro. Cependant, les récipients de culture in vitro utilisés accumulent des gaz 
(C02, C2H2) et renferment un taux d'hygrométrie supérieur aux conditions naturelles de 
culture (Auboiron et al., 1990). Ainsi, l'impact de certains stress, notamment éthylénique, 
peut être masqué par un niveau déjà saturant de réponse des tissus cultivés dans cette 
atmosphère enrichie en gaz carbonique et éthylénique. Au niveau des cals friables, 
l'hétérogénéité de la croissance et de la composition cellulaire des tissus pourrait expliquer la 
variabilité des mesures d'activité fluorimétrique GUS. Les traitements utilisés durant cette 
expérience ont été appliqués pendant 24 heures et à des concentrations déterminées. Ces 
facteurs fixés peuvent, bien entendu, ne pas rendre compte de l'induction du promoteur par 
les stress étudiés, et ainsi nécessiter une approche en cinétique (avant et au-delà des 24 
heures) et par gamme de concentration (de 0 à des concentrations saturantes). En effet, la 
variabilité de la réponse des tissus à différents agents hormonaux (éthylène, acide abscissique, 
acide jasmonique, etc.) est connue: effet de la concentration des produits et du temps 
d'application de ces derniers. Toutefois, lors de cette caractérisation fonctionnelle 
préliminaire du promoteur H4, certains résultats au niveau du stade cal ou de la plantule in 
vitro, sont en accord avec ceux des études in vivo chez l'hévéa (Broekaert et al., 1990) et chez 
le riz (Pujade-Renaud et al., 2004). Ces études montrent une réponse à l'éthylène soit par 
accumulation des ARN messagers de l'hévéine chez l'hévéa, soit par augmentation de 
l'activité fluorimétrique de la protéine GUS chez le riz transformé par la construction 
H4::GUS. Une régulation par la lumière est également relevée ce qui est en accord avec la 
caractérisation in silico de la séquence du promoteur H4. L'augmentation de l'activité GUS 
sous stress lumineux et éthylénique concourt à proposer que la régulation du promoteur 
H4 soit bien régie par ces facteurs. Ces résultats révèlent aussi la potentialité d'étudier 
de façon précoce les caractéristiques d'un promoteur dès l'installation des lignées de cal 
transgénique. 
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Tableau 12. Influence de stress éthylénique sur l'activité GUS de différents organes de plantules in vitro 
transformées avec le transgène H4::GUS. Les traitements réalisées sont les suivants : éthrel = pulvérisation d'une 
olution à 2% ; éthylène = gaz à 10 ppm ; MCP = méthylcyclopropane à 10 ppm. a-b les valeurs ayant la même 
lettre ne sont pas significativement différentes (P<0.05) après test de Fischer 
Activité GUS (p.MIMU/minlmg protéine) 
Lignées Organes 
Contrôle Ethylène Eth rel MCP 
Racine 171 250 325 48 
A4 Tige 58 36 105 9 
Feuille 72 75 84 15 
Racine 330 539 387 459 
Al4 Tige 234 373 646 373 
Feuille 337 577 429 673 
Racine 574 523 874 Nd 
Al7 Tige 683 943 nd Nd 
Feuille 885 815 1270 Nd 
Racine 222 272 303 Nd 
Al9 Tige 241 303 299 Nd 
Feuille 516 858 738 548 
Racine 324 ±1798 346 ±1568 472 ±2708 254 ±291 
Moyenne Tige 304 ±266b 414±382"b 458 ±1741 304 ±257"b 
Feuille 453 ±341" 581 ±3598 630 ±503" 412 ±349" 
ll.2.2.5. Localisation de l'expression du gène ht!V 2.1 
Localisation Qar histochimie et Qar hybridation in situ du gène g;M_sA sous le contrôle du 
Qromoteur H4 
L'hybridation in situ (IDS) présente l'avantage de permettre une localisation tissulaire 
du niveau d'expression d'un gène par détection des ARNm correspondants. Cette méthode 
permet d'éviter les artéfacts de la localisation par cyto-histochimie: (a) diffusion du composé 
réactionnel intermédiaire vers les tissus adjacents, (b) mauvaise perméabilité des tissus au 
tampon GUS. En effet, la mise au point du protocole du test histochimique GUS, sur des 
plantules transformées par la construction 35S::GUS, n'a pas permis d'obtenir la localisation 
attendue au niveau de la tige et de la racine (activité GUS uniquement dans les sites de 
coupure). Chez le riz et le tabac, l'expression du gène uid A sous le contrôle de l' ARN 35S du 
virus de la mosaïque du chou fleur a été observée au niveau des tissus vasculaires de la racine 
(Battraw and Hall, 1990). Les différents ajustement des composants du tampon GUS ou la 
durée de la réaction sur les tissus n'ont pas résolu ces problèmes sur l'hévéa (Jefferson et al., 
1987). 
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En effet, on peut voir au niveau de la racine ou de la tige de plantules transformées, avec les 
constructions 35S::GUS et HEV4: :GUS, 
une coloration bleue due à la formation du précipité bleu CIBr-indigo (dichloro-
dibromoindigo) restant limitée au site de coupure de l' expiant sans localisation tissulaire 
spécifique. Au niveau de la feuille, la coloration est retrouvée dans tous les tissus. 
La méthode HIS étant maintenant au point sur l' hévéa (cf rapport B.Marteaux), des 
échantillons de racine, de tige et de feuille d'une plante de la lignée H4::GUS ont été hybridés 
avec une sonde ARN antisens spécifique du gène uid A couplée à une phosphatase alcaline. 
Les résultats résumés dans la planche 2 montrent une coloration violacée, due à la révélation 
enzymatique par la phosphatase alcaline, au niveau de la racine ou de la tige. Dans ces 
organes, cette coloration n' est relevée qu'au niveau du phloème et plus spécifiquement le long 
d'une file de cellules correspondant à la localisation des vaisseaux laticifères (Hébant et al., 
1981). Au niveau de la feuille, la coloration est présente dans tous les tissus ce qui renforce 
les observations faites par cyto-histochimie. Toutefois, une réserve est apportée du fait de la 
mauvaise qualité de la préparation de coupes de feuilles au niveau du déparaffinage. 
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Plan c h e 1: D escripti o n histo logique de plantules somatiques ct•hévéa 
Figure 1\. : Coupe. Lransvcrs;.~lc d e rncin c . fcv. f a i sceaux C l;bJo-vn sculuirc- : pen. 
p r.u ·c n c h y n1 c c o rti c al : ptn . pare n c h y m e •n 6 dullairc . llurrc = 5 4 J..!tn . 
F igure li : Coupe transver s al e d e Lige d e plantul e son,aLi4uc . .,, _ rno~ ll c : pch. 
pare n c h y m e c hfo r o ('lhy lli c:n : ph . phJoènH..: : xy. xy l ~n'll.! . BalTe = 5 4 ) .. Un . 
F i g un.:. C : o upc u-a n .. ;; v c r sa lc cJ c Li g e n u nivea u d ~.;s hllicifè rcs : c . ~..:amhiun'l : 
ga. g r..Un d 'arniùo n : lal . latic ifè n .::: seL scl é rcnchy nl c . Barre= 2 7 ).101. . 
es 
~ 
F i g uc·c r:> : Coupe t ransversa l ~ d e re uill e. ei, épiderme inférieur; es, épiderme 
supérieur ; pl , parenchyme lacuneux ; pp, paren c hyme pallssadlque. Barre = 2 7 ~,m _ 
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Planche 2. Localisation par hybridation in situ de l' expression des gènes gus A sous le contrôle 
du promoteur H4 du gène hev 2.1, et de l' express ion du gène aco 04.8 dans les tissus de 
vitroplants PB 260. 
Figure U : Cnupc tmnsvcrsak de tige dr plamulc H.J::GUS hybridllc avec la sonde gus :mùscns. Bnm: = 5li 1-1111. 
11gun: C : Cnup.: lungitUllinak d~ tig~ dr plantule H~: :G S hyhridéc a~~ la ,;onde gll' anùscns. Bam.: = 2Y ~m. 
Hg un: D : Cuupc longitu<.l inalc de mlinc do.: plantul..: H4::{1 S hyhridéc avec lu sun<.lc glL' anli.cns. B:tm = 2Y ~111. 
Hg ure E : Coupe transvcr.;alc de tige d~ plantul~ somatique hyhric!..'c ave~ la sonde acn 4.8 sens. Barre = 11 6 ~-tm. 
l·igure F: Coupe tmns~rsalc do.: tige do.: plantule somatique hybridée"' '"'-' la son<.lc a~-o 4.8 anliscns. Barre= 116 ~m. 
Tmllcs les fl(;chcs indiqut:nt des latid lè n:s. 
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Localisation par hybridation in situ du gène endogène hev 2.1 sous le contrôle du promoteur 
H4 
a. Description histologique de l'écorce de rejets 
Outre les plantules, un nouvel ex plant est utilisé : 1' écorce. Le bois et la moelle ne 
présentant qu'un intérêt limité pour notre étude, seuls les tissus de l'écorce de rejets du clone 
PB260 sont présentés (Planche 1, Photo A). L'écorce présente la même organisation que celle 
des tiges de plantules. Le degré de différenciation est plus élevé. En effet, le liber se limite à 
quelques couches de tubes criblés et de laticifères. L'anneau de sclérenchyme est plus épais 
et plus régulier que dans les plantules. On observe également un épaississement des parois de 
ces cellules. Au niveau du parenchyme chlorophyllien, le nombre de chloroplastes est 
beaucoup plus faible que dans les plantules. À l' inverse, le nombre de cellules contenant des 
polyphénols a augmenté. L'épiderme est plus différencié. Le nombre de polyphénols est plus 
important, les cellules sont plus allongées et recouvertes de cutine. 
b. Étude de l'expression du gène hev codant pour l'ltévéine par hybridation 
moléculaire de type Nortltern 
Une étude précédente a mis en évidence l' expression des gènes hev dans différents tissus 
d'hévéa par Northem-blot (Montoro, 1997) (Planche 3, Photo B). Le gène de l'hévéine est 
exprimé dans les plantules et dans le latex. Au niveau des plantules, l' expression du gène hev 
est plus forte dans les feuilles que dans les racines et les tiges. L'expression est plus forte dans 
le latex que dans les plantules. La stimulation éthylénique ne semble pas avoir d' influence sur 
1' expression du gène hev dans le latex. 
c. Étude par ms de l'expression des gènes codant pour l'ltévéine avec la sonde 
ltev 2.1 marquée à la digoxigénine 
L'hybridation a été réalisée avec la sonde hev 2.1 marquée à la digoxigénine. Cette sonde 
est spécifique d' un fragment de la partie codante du gène hev 2.1. Au sein de la famille 
multigénique des hévéines, cette séquence est intégralement conservée. La sonde est donc 
spécifique pour l ' intégralité de cette famille. Les lames hybridées avec les sondes 
ribosomiques antisens présentent un fort marquage spécifique tandis que les lames hybridées 
avec les sondes ribosomiques sens sont transparentes. Sur les racines et les tiges de plantules, 
ainsi que sur les écorces de rejet hybridées avec la sonde hev 2.1 antisens, on observe un 
léger marquage spécifique au niveau des laticifères (Planche 3, Photos A, B, C). La 
stimulation éthylénique ne semble pas avoir d'influence sur l'expression de ce gène dans les 
écorces de rejet. Une expression spécifique des gènes codant pour l'hévéine est détectée au 
niveau des laticifères. Toutefois, sur les lames hybridées avec les sondes hev 2.1 sens 
(Planche 3, Photo D) et antisens, la révélation du signal doit être stoppée au bout de 48 h 
sinon on ne distingue plus le bruit de fond du signal. 
Pour les plantules somatiques ainsi que pour les écorces de rejet, les résultats de l'IDS 
concordent avec ceux obtenus par Northern-blot. 
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Planche 3. Localisation par hybridation in situ de l'expression du gène hev2.1 dans les 
tissus de vitroplants et d'écorce de plants greffés PB 260. 
Figure A : Coupe tranSvcr.sale de rncinc de plan1ulc hyhridéc ave-c la <or<lè hev 2 1 an1isons. liam! : 29 pm. 
T'i~u"' Il : Cou l" tranS,.,r.;a~c œ 1i ~>c de planwk h)bridc\: "' ' '" la sonde he' 1. 1 an1iscns. llam: 2'J ~lm. 
Hgure C : Û IUI" ICIJJS\'C!Slk d','un '<' œ re}:lde pl:llllulcbylrik'c ""'" lasœd: I~<.'Vl l :lfllisa~ 13am!: lllipnL 
l·igurei> :CLlupclrJJ\S\\:OOÀ:uC'""'C lk rtjcllk:pl:ulluleh~ ""'" la S<.-.,1, lev li :<.'11.~ 11:irre : ll6~1t 
Tt~uiCS k:.< !lèches indiquent de.< lalici!On:.<. 
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d. Étude par ms de l'expression des gènes codant pour l'lrévline avec la sonde 
lrev 2.1 marquée au jluoroclrrome ak.m488 
Pour résoudre le problème de bruit de fond induit par le système de révélation 
enzymatique, une méthode novatrice est envisagée. Ainsi, une sonde hev 2.1 antisens 
marquée avec le fluorochrome alexa488 est synthétisée. Les sondes ribosomiques sens et 
antisens sont elles aussi marquées au fluorochrome. L'observation est réalisée au microscope 
confocaL Grâce à la déconvolution, on peut discriminer la fluorescence due au fluorochrome 
alexa de l'autofluorescence induite par certains constituants de la paroi végétale. Les lames 
hybridées avec la sonde ribosomique antisens présentent un léger marquage spécifique. Ce 
marquage, d'origine cytoplasmique, ne se retrouve pas sur les lames hybridées avec la sonde 
ribosomique sens. En revanche, aucun marquage spécifique n'est visible sur les lames 
hybridées avec la sonde hev 2.1 antisens. Les résultats obtenus par cette méthode sont 
encourageants puisque du signal spécifique est visualisé sur les lames hybridées avec la sonde 
ribosomique antisens. 
e. Co-localisation de l'expression du gène endogène avec le promoteur du gène 
Pour confirmer les résultats obtenus avec la sonde hev 2.1 sur les différents tissus d'Hevea 
brasiliensis, la technique d'IDS est appliquée sur des plantules transformées H4::GUS (gène 
gus sous contrôle du promoteur H4 du gène hev 2.1). L'hybridation a été réalisée avec la 
sonde gus marquée à la digoxigénine. Les lames hybridées avec la sonde ribosomique 
antisens présentent un fort marquage spécifique tandis que les lames hybridées avec la sonde 
ribosomique sens sont transparentes. Sur les lames hybridées avec la sonde gus sens 
(Planche 2, Photo A), aucun marquage spécifique n'est observé. Pour les lames hybridées 
avec la sonde gus antisens, on observe sur les tiges (Planche 2, Photos B et C) et les racines 
(Photo D) un marquage spécifique au niveau des laticifères. Ce marquage est plus intense que 
celui observé dans les laticifères de coupes hybridées avec la sonde hev 2.1. 
11.2.3. Choix de gènes d'intérêt pour l'étude de la régulation du métabolisme 
oxydatif par transgénèse 
Le stress oxydatif dans les cellules laticifères intervient dans la décompartimentation 
des lutoïdes, et de ce fait, est à l'origine de la coagulation des particules de caoutchouc. 
L'augmentation de l'activité des enzymes de détoxication des radicaux libres par 
surexpression des gènes correspondants par transgénèse est une des pistes engagées. Plusieurs 
enzymes et gènes de défense contre le stress oxydatif ont été étudiés (Tableau 13). La 
variabilité inter-clonale observée la cuivre/zinc superoxyde dismutase (Cu/ZnSOD) tend à 
montrer que l'on peut potentiellement stimuler son expression génique. 
Un deuxième candidat est le gène codant pour la y-glutamylcystéine synthétase (y-
ECS) pour laquelle une augmentation de l'expression par transformation génétique a permis 
d'accroître les teneurs en y-glutamylcystéine et en glutathion, et de ce fait améliorer la 
tolérance au stress oxydatif dans les feuilles de peuplier (Noctor et al., 1996). Des 
constructions moléculaires seront réalisées en 2005 dans le vecteur binaire pCAMBIA de la 
souche EHA 105 d'Agrobacterium tumefaciens, afin de réaliser des transformations de cal 
embryogène d'hévéa 
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Tableau 13. Activités enzymatiques et expressions géniques caractérisées chez l'hévéa dans le cadre de la 
toléran stress datif. ce au oxyc 
Fondions Activités Expression gènes Instituts Auteurs 
enzymatiques 
Mn-SOD Peu étudiée Séquence codante CIRAD-IRD-MU- Sookmark, 1999 
RRIT 
Catalase Peu étudiée Séquence codante CIRAD-IRD-MU- Kongsawadworakul, 
RRIT 1997 
Cu/Zn-SOD Peu étudiée Séquence codante IRD-MU-IFC Sookmark, 2003 
Différence clonale 
Faible effet sur-exploitation 
Effet stimulation chez GTI 
DHAR Différence clonale Séquence codante CIRAD-IFC Clément-Vida~ 
Peu effet sur- Différence clonale IRD-MU-IFC 2003 
exploitation Peu effet sur-exploitation Sookmark, 2003 
APx Peu étudiée Séquence codante IRD-MU-IFC Sookmark, 2003 
GPx Peu étudiée Séquence codante IRD-MU-IFC Sookmark, 2003 
Différence clonale 
y-ECS Non étudiée &cherichia coli CIRAD-IFC A réaliser 
Etudiée chez peuplier 
11.2.4. Conclusions 
Les travaux de culture in vitro ont permis d'établir 32 lignées de cal friable par 2 voies 
d'embryogenèse entretenue. Les premiers tests de régénération ont montré que 20 d'entre-elle 
sont embryogènes, et la quasi-totalité a pu être conservée sous forme de banque 
cryoconservatoire de type 1 et 2. D'autres essais de régénération sont en cours à partir de cal 
cryoconservé. 
L'ensemble de ces données, rendements de production et qualité des vitroplants, penne~ 
courant 2005, la sélection de 1 à 3 lignées pour la constitution d'une banque de type 3 dont les 
effectifs pourront atteindre 50 à 100 cryotubes. Cette banque de type 3 ou de travail sera à la 
base des expériences à venir sur l'amélioration des phases de régénération et sur la 
transgénèse. Les efforts porteront sur la caractérisation de cette banque afin de conduire à sa 
certification en termes de conformité clonale, de rendement de production et de qualité des 
vitroplants. Parallèlement, l'obtention de lignées embryogènes chez le clone 
En transformation génétique, les travaux réalisés en 2004 ont permis de validité le procédé, de 
confirmer la fonctionnalité de la construction portant le promoteur H4 du gène hev 2.1 codant 
pour l'hévéine, et de réaliser une caractérisation préliminaire de sa régulation dans des cals et 
des plantules transgéniques d'hévéa La caractérisation de la régulation du promoteur H4 
réalisée sur du matériel in vitro reste à confirmer sur des plants acclimatés en serre, ayant 
acquis une différenciation plus avancée des tissus laticifères et non soumis aux stress de la 
culture in vitro. Toutefois, une expression spécifique et inductible, notamment par les stress 
osmotique, éthylénique et lumineux, a été relevée et va dans le sens des travaux antérieurs 
(Broekaert et al., 1990; Pujade-Renaud et al., 2004). Cela permet de conclure que ce 
promoteur semble être un bon candidat pour diriger l'expression de gènes d'intérêt dans les 
laticifères et au niveau de la feuille. L'expression de protéines recombinantes dans le latex est 
d'ailleurs en cours d'étude car elle présente l'avantage d'une extraction facilitée lors de 
1' exploitation du latex (Y eang et al., 2002). 
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Enfin, des plantules ont été acclimatées à partir de 10 lignées indépendantes H4::GUS. Ce 
matériel sera maintenu en serre de confinement de type S2 pour les OGM. Cette population de 
plants entiers dont le nombre est restreint par événement indépendant de transformation 
pourra être multipliée par greffage ou par microbouturage. Ainsi, ces plants entiers serviront à 
l'établissement de jardins à bois de greffe après une année de croissance. Cette étape 
permettra la mise en place d' un dispositif plus adapté aux études de régulation (nombre de 
répétitions, différenciation tissulaire plus avancée, etc.) visant de surcroît la vérification de la 
stabilité du transgène à travers la propagation végétative et les phases de développement de la 
plante. 
La fonctionnalité de la construction moléculaire H4 ::GUS permet d'envisager le 
remplacement du gène gusA par un gène d'intérêt. Plusieurs gènes ont été identifiés 
notamment ceux impliqués dans la détoxication des radicaux libres qui permettent de lutter 
contre le stress oxydatif. En effet, une augmentation des capacités de détoxication dans les 
laticifères pourrait limiter les problèmes d'écoulement du latex liés au stress oxydatif. Parmi 
ces gènes, celui codant pour la superoxyde dismutase représente un candidat de choix pour la 
transgénèse. En effet, son expression se retrouve diminuée lors d' une exploitation intensive de 
1 'hévéa sur plusieurs année entraînant par la suite 1' apparition d'encoche sèche correspondant 
à un arrêt de la production de latex par l'arbre (Sookmark et al., 2002). 
11.3. Mécanismes moléculaires lies a la production de caoutchouc naturel 
En marge de l'amélioration de la qualité du matériel végétal par la culture in vitro, les voies 
d'amélioration de la production de caoutchouc naturel visent l'amélioration génétique, 
conventionnelle ou par transgénèse, et l' optimisation de la gestion des exploitations, à l'aide 
d'un diagnostic précoce ou à travers l'utilisation de systèmes nouveaux de saignée. 
Les connaissances développées sur les mécanismes moléculaires liés à la production de 
caoutchouc naturel ont pour objectif de répondre en partie à ces voies d'amélioration 
en identifiant les gènes d' intérêt pour des applications en transgénèse végétale, sélection 
assistée par marqueurs, ou encore, dans la création de kit de diagnostic précoce et précis à 
utiliser en exploitation. 
Lors de l'exploitation des hévéas, l'influence des traitements à l' Ethrel à la fois sur la 
biosynthèse d'éthylène, la production de latex et la dégénérescence des tissus suggère une 
implication importante de l'éthylène endogène dans les mécanismes moléculaires opérant 
dans les tissus laticifères mais aussi au sein des différents tissus de l'écorce. Etant donné que 
1' évolution des paramètres métaboliques liés à la production et le dysfonctionnement 
cellulaire sont généralement observés sur plusieurs années d'exploitation des arbres, il paraît 
nécessaire de cibler les efforts de recherche sur la compréhension de mécanismes clés tels 
que la caractérisation de la relation entre éthylène exogène et endogène, et le contrôle de 
l'activation du métabolisme laticifère par l'éthylène, la blessure et le métabolisme lui-
même. Ces études conduites sur de jeunes plants d ' hévéa devraient permettre l'établissement 
d'un modèle de fonctionnement sous l' influence de l'éthylène capable de guider l'élaboration 
de stratégies d'études sur des arbres en exploitation pour appréhender le rôle de l'éthylène 
dans la production de latex et la dégénérescence des tissus. Cette coordination d'un ensemble 
de mécanismes physiologiques et moléculaires par l'éthylène passe par des gènes de 
régulation qui contrôlent des gènes « à rôle physiologique » tels que ceux directement 
impliqués dans 1' écoulement et la régénération de latex. 
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Pour ces raisons, la caractérisation du mode d'action de l'éthylène constitue le second objectif 
de la présente convention et son projet scientifique s'articule en trois actions (Tableau 14): 
Isolement et caractérisation des gènes de biosynthèse de l'éthylène; 
Obtention d'une collection de gènes régulés par l'éthylène, caractérisation de cette 
banque par analyse d'expression à haut débit et identification de gènes de régulation; 
Mise au point de la technique d'hybridation in situ pour la localisation des gènes 
étudiés dans les différents tissus d'hévéa en vue de la modélisation du fonctionnement 
de l'écorce. 
Tableau 14. Résumés des objectifs de la convention et de ceux de l'année 2004 pour les mécanismes 
moléculaires liés à la production de caoutchouc naturel. 
Objectifs 2004-2008 Objectifs 2004 
Prévisionnel Réalisé 
Isolement et caractérisation des Isolement d'ADNe pleines - Isolement de plusieurs fragments 
gènes de biosynthèse de l'éthylène longueurs des gènes acs et aco partiels 
- Isolement d'un ADNe pleine 
longueur codant pour une aco 
-Caractérisation de l'expression des 
gènes acs et aco 
Construction d' une banque et Banque d' ADNe représentant la Banque contenant ? clones 
caractérisation des gènes régulés par population de gènes régulés par Analyse de 96 séquences 
l'éthylène dans différents tissus l'éthylène dans des écorces 
(cals, plants, écorces d' arbre) d' arbre mature vierge 
Etablissement d'un modèle de Protocole d' hybridation in situ Localisation de l'expression du gène 
fonctionnement pour l'étude précoce pour la caractérisation de gènes gus A sous le contrôle des 
des mécanismes moléculaires liés à fortement exprimés dans promoteurs 35S et Hev4, et des gènes 
la production de caoutchouc naturel différents tissus dont l'écorce hev 2.1 et aco4.8 
ll.3.1. Isolement et caractérisation des gènes de biosynthèse de l'éthylène 
ll.3.1.1. Rappel des résultats obtenus en 2003 
Des séquences partielles de plusieurs membres des familles multigéniques acs et aco ont 
été isolées (Tableau 15). L'analyse par hybridation moléculaire de type Southem utilisant ces 
sondes ne permet pas de définir clairement le nombre de gènes pour chacune des familles acs 
et aco bien que nous ayons respectivement 5 et 4 séquences partielles différentes pour ces 
gènes. L'isolement des ADNe pleines longueurs est envisagé par criblage de banques 
phagiques de méristème et d'écorce. Toutefois, l' utilisation de la méthode d'extension des 
séquences isolées par 3'-5' RACE-PCR reste une alternative. 
Des expériences d'expression permettront d'identifier le type de matériel qui permettra de 
caractériser les niveaux d'expression des acs et aco. Un premier dispositif a été monté en serre 
avec des plantes ayant développé jusqu'à 4 étages foliaires. L'analyse histocytologique 
montre la présence des cellules laticif"eres dans l'écorce mais ces cellules ne sont pas 
organisées en manteaux quelque soit le stade de développement (Vidal, 2003). ll sera donc 
impossible de saigner l'écorce pour récupérer du latex et d'engendrer les mécanismes de 
régénération. Ainsi 1' étude pourra porter exclusivement avec ce système sur l'effet de la 
stimulation éthylénique et de la blessure. 
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Tableau lS. Résultat de l'alignement des séquences clonées à partir d'une analyse avec le logiciel Clustalw et sélection de celles représentatives de la variabilité des 
lations des cl 
- --
Matrice PCRl PCR2 Tailles Noms Homologie Site G~nes homologues 
produits s~quences homologie 
s~lectlonnles 
Tluus Et brel Acide Sens an tl sens sens andsens (pb) (%) 
(%) nucl~lque 
Cal 0 ADNe sb Ole2 Ole4 400 FIO 80% (4e-21) 94-356 Acs (P. euphratica) 
Cal 0 ADNe sb OieS Ole6 Acs1F AcslR 300 E4 82% (9'-30) 10-2SO Acs2 (P. euramericana) 
Feuille 0 ADNe sb OieS Ole4 1000 DIO 83% (e-134) 23-807 Acs 1 (P. euphratica) 
81% é2e-46) 482-S91 Acsicc. sinensis) . 
Feuille 0 ADNe sb OieS Ole4 AcslF Acs3R 400 F2 80% (8e-38) 38-432 Acs2 (P. euramericana}_ 
Feuille 0 ADNe sb OieS Ole4 AcslF Acs3R 400 F3 81% (2e-S4) 204-622 Acs2 (P. euramericana) 
Ecorce 0 ADNcsb Aco·Dl·F Aco-D3b 1000 HS 84% (e-149) 127-808 Aco2 (Prunus persica) 
82% (e-121) 243-808 Aco1 (Vitis vinifera)· 
Ecorce 25 ADNcsb Aco-Dl-F A co-AS 1000 H4 85% (0) 18-784 Aco2 (P.euramerica) 
Génomique 0 ADN Aco-Dl-F Aco-D3·R 1000 04·3·kwT7 8S% (2'-S2) 7-261 Acol (Vitis vinifera) 
85% (e-52) 1-25S Aco2 (Prunus persica) 
Génomique 0 ADN Aco·Dl·F Aco-D3-R 1000 04-8-kwT7 85% (e-103) 361-83S Acol (Populus euramericana) 
84% (e-95) 332-803 Aco2 CBetula_pendulal_ 
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11.3.1.2. Isolement d'un ADNe pleine longueur codant pour une aco 
ll.3.1.2.1. Criblage des banques d'ADNe. 
Le criblage de deux banques d'ADNe phagiques d'écorce (Kit Lamda-TriplEx, Clontech, 
USA) et de méristème (Kit ZAP-cDNA Synthesis Kit, Stratagene, USA) a été entrepris. Le 
premier étalement (Etl) a été réalisé sur 3 boîtes carrés (25.4 cm x 25.4 cm) avec 
respectivement 200 000 pfulboîte/banque méristème et 1 million pfulboîte/banque écorce 
(Tableau 16). Les membranes obtenues ont été hybridées avec une solution de sondes 
comprenant respectivement l'ensemble des fragments partiels: 5 fragments acs x 5 
ng/:fragment et 4 fragments aco x 6.25 ng/fragment. Ainsi, il a pu être isolé pour le banque 
méristème 76 plages aco et 13 acs, et pour la banque écorce 96 plages aco et 83 acs. Quinze 
plages de lyse par banque et par gène ont été retenues pour le deuxième étalement (Et2). 
Les phagemides de 5 plages de l'étalement 2 par plage initiale ont été excisés et convertis en 
plasmide et clonés dans les souches de E. coli SOLR et BM25.8 respectivement pour les 
banques de méristème et d'écorce. 
Seules les colonies issues de la banque de méristème ont pu être amplifiées et envoyées pour 
séquençage des inserts plasmidiques. Parmi les 15 colonies envoyées au séquençage (1 
colonie par phagemide isolé lors de l'étalement 1), seules 5 ont permis une lecture et 
correspondent à des gènes connus (a-expansine, eiF4A-8, glutamine perméase). 
En ce qui concerne la banque d'écorce, étant donné l'absence de croissance des colonies 
BM25.8pTriplex, le clonage des produits amplifiés à partir des plages de l'étalement 2 a été 
réalisé. Il a été obtenu respectivement 8 et 9 produits PCR à partir des plages isolées suite aux 
hybridation avec les sondes aco et acs. Ainsi, un clone correspondant à une aco a pu être 
reconnu, les autres ayant des homologies avec les gènes suivant : thioredoxin, starvation 
protein, pectate lyase, ascorbate peroxydase, oxydase, cell wall protein et 6 autres sans 
homologie avec des gènes connus. 
I13.1.2.2. Caractérisation du clone 03A correspondant à la séquence 
d'ADNe pleine longueur d'une aco d'Hevea brasiliensis {HbAcoH5). 
Afin de déterminer l'origine de la séquence 03A cloné dans DH5apGemTeasy, des tests PCR 
utilisant des amorces spécifiques des différents fragments partiels d' aco ont été réalisés 
(Tableau 17). Seul le couple d'amorces correspondant au fragment H5 permet une 
amplification de la séquence 03A (Figure 1). 
Afin d'isoler un fragment pleine longueur sans erreur de séquence qui auraient pu être 
générées lors de la polymérisation par PCR, des amorces spécifiques du clone 03A ont été 
déterminées aux extrémités 5' et 3' et une amplification devra être réalisée avec une Taq 
polymerase à activité Proofreading (haute fidélité) à partir de l'ADNe simple brin 
directement issu de la rétrotranscription. 
La reconstruction de l'ADNe à partir des différentes séquences permet toutefois de proposer 
la structure de la séquence pleine longueur suivante (Figure 3) : 
-ADNe de 1113 pb (sans compté le polyA) dont 40 pb en amont de l'ATGet 137 pb en aval 
du dernier codon 
-CDS de 936 pb soit 312 acides aminés 
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Tableau 16. Bilan des différentes étapes du criblage des banques phagiques d'ADNe de méristème et d'écorce. 
Banques amplifiées ADNe Sondes Etalement 1 Etalement2 Excision/ -::S::-éq.;o.;uc...;e-;-n~ça"'g"'e-------------:::----:-:-:-::::-=::--::----:---------
Tissus d' origine Titres PCR Conversion Plasmide Produit PCR cloné 
Méristème 
Ecorce 
(pfu/i+L) (Nb clone) (séq_ll!~es)_ (Nb clone) (séquences) 
1,04x107 2xl0~/boîtex3 1 boîtex15 plages SOLR 
_____ ___
______ __
________
_____ ELrupbda 
aco 76 plages 76 + 8-20 plages/boîte 75 l clone/plagesEtl a-expansine 
eiF4A-8 
. ----- -
Nd 
acs 13 plages 13- Nd Nd Nd -
--~3~g=lu~erméa~se~~~-------
Nd Nd 
4,48x10r- -- ~1iflboîtex3 1 boitex15 plages BM25.8 
_______ __ __
_______
_________ .JŒ.IJ~ 
aco 96 plages 8+ 8-20 plages/boîte 75 0/75 négatif 8 --- ------ 2 Thio
redoxin 
Satarvation protein 
Pectate lyase 
Ascorbate peroxydase 
----- ---- - ----
------
a cs 83 plages 23+/24 8-20 plages/boîte 75 
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( coissance -) 
- --·--------- ------0175 
(croissance -) 
négatif 9 
Aco 1 (03A) 
Oxydase 
6 inconnus 
Cell wall protein 
Figure 3. Structure de l' ADNe pleine longueur correspondant au membre H5 
dans la famille mul tigénique codant pour l' ACO d' Hevea brasiliensis. 
Nmi (I/ ) 
Hmdlll iT.!) 
HbAcoHSExiS'.S 
\ 
Partie codante de 936 pb 
soit 312 acides aminés 
COSHbAcoHS 
HbAcoH5reconstruction0811 04(1137) 
1137 bp 
Partie non cod ante en 5 ' 
du gène de 137 pb 
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1 
Partie non codante en 3 ' 
du gène e 137 pb 
II.3.1.2.3. Analyse de comparaison de séquences aco. 
La comparaison de la séquence HbAcoH5 pleine longueur avec celle de la base de données 
NCBI utilisant le logiciel BlastX a permis de confirmer la fonction de notre séquence. 
Le sujet le plus proche de H5 est une AC0-1 de Gossygium barbadense d'une longueur totale 
de 1141 pb ayant 77% d'identité et un Evalue de 2e- 8. Le second est une ACO de Carica 
papaya ayant une identité de 76% et un Evalue de 4e-87. Enfin, la 5ème est une ACO de Hevea 
brasiliensis isolée à partir d' ARN d'écorce (Kongsawadworakul and Chrestin, 2004), ayant 
une identité de 75% et un Evalue de Se-87 . Cette séquence HbAcoBark est de 957 pb constituant 
une CDS de 318 acides aminés. L'alignement de ce CDS au fragment pleine longueur 
HbAcoH5 se fait à partir du nucléotide 41 jusqu'au 1003, avec des différences d'acide 
nucléique réparties sur toute la séquence et particulièrement dans la région 3' (980-1 003) 
(Figure 4). 
Figure 4. Résultats de la recherche de motifs identiques à la séquence traduite en 
acides aminés du gène HbAcoH5 dans la base de données NCBI : alignement 
avec une ACO d'Hevea brasiliensis (Kongsawadworakul & Chrestin, 2004). 
>g1!377196601abiAAP41850.11 
( e a !l!<~ ilie!!O!i !'l 
1-ami nocyclopropane:-1-carboxylate ~ 
Le:nqch - 318 
Score • 463 bit~ (1191), Expect • e-12 9 
Identit i es - 235/3i6 (74%), Positives - 252/316 (79%), Gaps • 7 / 316 (2%) 
Frame • +2 
Que ry: 
~: 
Que ry: 
~.5<.!<= 
Query: 
~: 
Query: 
~: 
Query: 
~: 
50 
3 
2 30 
63 
410 
123 
590 
183 
770 
243 
FPVIDLSKLSDEERKPTMEM I BDACENVGFFELVNHGMSXELHDTVEILSKEQYRKCMEQ 2 29 
FPVI+L KL+ EER TM I DACDNVGFFEL+NHG+ E KDTVE ++K YRKCMEQ 
FPVINLGKLNGEERAATKAKIKDACENVGFFELLNHGIEPEFHDTVERKTKGBYRKCMEQ 62 
RFKEKVARKGLEAVQFEINDLDWESTLFLSBLPVSNKA~IPDLDEEYRKTKNXXXVXXXX 409 
RFKEKVA KGLE: VQ EI D+DVEST TL HLP SN+A++PDLD+EYRR 1! 
RFKEKVASKGLEGVQTEIKDKDWESTFFLRBLPESNIAQVPDLDDEYRKVBKDFAAKLEK 122 
XXXXXXXXXXXXXXXXKGYLKKAFCGSKGPTFGTKVSNYPPCPKPDLIKGLRABTDAGGI 589 
KGYLKKAF GS+GP rGTKVSNYPPCPKPDLIKGLRABTDAGGI 
LAEELLDLLCENLGLEKGYLKKAFYGSRGPNFGTKVSNYPPCPKPDLIKGLRABTDAGGI 182 
ILLrQDDVVSGLQLLKDGQXXDVPPI!KBSIVINLGDQL't:VITNGKYKSVKBRVITQTDGT 769 
ILLFQDD VSGLQLLKDGQ DVPPK+BSIVINLGDQL't:VITNGKYKSV BRV+ QTDGT 
ILLFQDDKVSGLQLLKDGQVIDVPPKRBSIVINLGDQL't:VITNGKYKSVEBRVVAQTDGT 242 
RKSIASFYNPGSDAVIYPAPALVEKEA-EKTPGYPKFVFEDYKKLYAGLKFQAKEPRFEA 946 
RKSIASFYNPG+DAVIYPAPALVEKEA EK YPKrYYEDYKKLYAGLKFQ KEPRFEA 
RKSIASrYNPGNDAVIYPAPAL~KEAEEKKQVYPKFVYEDYKKLYAGLKFQPKEPRFEA 302 
Query: 947 ftKAHD------PIATA 976 
IIKA++ PlATA 
~: 303 IIKA~SNVNLGPIATA 318 
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/13.1.2.4. Essai d'extension en 5' et en 3' des séquences partielles 
d 'ADNe par la technique de RACE-PCR. 
Une première tentative d'extension des tous les fragments partiels des gènes acs a été 
entreprise par 5' RACE-PCR (Kit BD Bioscience Clontech, BD SMART RACE eDNA 
Amplification Kit, USA). Des amorces spécifiques comportant des Tm élevés (de 70 à 86°C) 
ont été définies (Tableau 18). Les profils d'amplification obtenus sont complexes (smear) et 
n'ont pas permis d' isoler des fragments étendus en 5' des clones partiels initiaux. 
/13.1.2.5. Conclusions sur l'isolement des ADNe pleines longueurs. 
L'approche par criblage de banques phagiques d'ADNe a permis l'isolement d'un ADNe 
pleine longueur pour le gène aco. Il est proposé d'abandonner cette voie au profit de la 
technique de RACE-PCR pour isoler d'autres membres de cette famille multigénique aco 
mais aussi pour celle codant pour l'acs. 
Tableau 17. Amorces spécifiques définies à partir des séquences partielles pour l'amplification de fragments des 
gènes aco et acs d'hévéa. 
Noms des amorces Séquences Nb bases Tm(Og 
AcsF2-S AACCATCCGGGCTCCTIGCA 20 64 
AcsF2-R ATIGGGCTGCCAGGCTICAG 20 64 
AcsF3-S ATATGGGGCTACCGGGGTGGTT 22 70 
AcsF3-R TGGCGCAAGTCCATCCAAAC 20 62 
AcsFlO-S CCATCCAGGCTCGCCAAGCTTAA 23 72 
AcsFlO-R ACCGGGCTCTGTGCAATGGA 20 64 
AcsD10-S AGGAAGAGGGGATAGAGTAACG 22 66 
AcsD10-R CTCTTCTTGCTTTGCATGATG 21 60 
AcsE4-S GCCGAAACTTGACATCTTGCGA 22 66 
AcsE4-R CATTCACTTGGTCGCAGACG 20 62 
AcoH4-S TCATTGCTTCGAACCGGGGC 20 64 
AcoH4-R AAAGCACCTTCTTCCTCCGCCACC 24 76 
AcoH5-S TTCATGGCTTCGAAACGGGG 20 64 
AcoH5-R GGGCGAGAATCTTGGGTTGG 20 62 
Aco04.3-S CTGGGGGTTTTTCGAGTIGGTG 22 68 
Aco04.3-R GGGATTTCTGCCATGTTGGA 20 60 
Aco04.8-S GGAAGGTGATGAAGGAGTTTG 21 62 
Aco04.8-R TGCATCACTTCCAGGGTTGT 20 60 
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Tableau 18. Amorces spécifiques définies à partir des séquences partielles pour l'extension de ces fragments en 
5' et en 3' par la technique de RACE- PCR 
Nom des amerces Séquences Tmeq 
HbAcs010race5-R1 GCATCGCCGGGATCTGCCAAGCAC 80 
HbAcsD l Orace5-R2 CATGACAATGCGGTCAGGGTCAAACG 80 
HbAcsD 1 Orace3-S l GGAGAGTGATAATTAACGATGTCAAGC 76 
HbAcsD l Orace3-S2 CAATGGTTCCGCCAGGTTCTTCTTTCC 82 
HbAcsE4race5-Rl GGACAGGGAGACCTTAAAAGACTTGGTG 84 
HbAcsE4race5-R2 CCTGGCTTCAGAGTTGGCATCGTTTA 78 
HbAcsE4race5-R3 ATAACGATGAAGTCGTCAGGTGCGG 76 
HbAcsE4race3-S l CCTTTGAAAGGCTGTAAACAATGTG 70 
HbAcsE4race3-S2 CCTGGTGAACTGAACACGGTACCCG 80 
HbAcsE4race3-S3 GGTTCAATTCACTTCGGCTCATTGTAG 78 
HbAcsF3race5-Rl GCTAGGGGAGCTGAAGATGGTAGCTGC 86 
HbAcsF3race5-R2 TGAACCACCCCGGTAGCCCCATA 74 
HbAcsF3race3-S l CGAAGGGGAAATGGCTCTGTGGA 72 
HbAcsF3race3-S2 CCAAGTGAAGCTCAATGTTTCGCC 72 
HbAcsF2race5-Rl GGCTCTGTGGAGGGTGATTATTTACC 78 
HbAcsF2race5-R2 CAAGTGAAGCTCAATGTTTCGCCG 72 
HbAcsF2race3-S 1 TAAACGATGCCAACTCTGAAGCCTGG 78 
HbAcsF2race3-S2 CAGCCCAATGTCCTTAGACAAGC 70 
HbAcsF l0race5-Rl CGAGCACAGCTCACAACTGCATCATT 78 
HbAcsF l Orace5-R2 TCCTACTCTAAATCCAGGCAGGC 70 
HbAcsF l Oracer3-S l GCAGACGGTTGCAGGGGAGCTTG 76 
HbAcsF 1 Orace3-S2 CGATGTCAAGCTCAATGTTTCGCC 72 
0.3.1.3. Caractérisation de l'expression des gènes acs et aco 
Une caractérisation pré1iminaire de l'expression des gènes acs (clones F3 et FlO) et aco 
(clones H4 et H5) a été entreprise par hybridation moléculaire de type Northem et par RT-
PCR à partir d' ARN totaux de différents tissus plus ou moins stimulés par 2% d'Ethrel 
(Tableau 19). 
Il est noter l'absence d'expression des acs aussi bien par Northem que par RT-PCR sauf dans 
les écorces d'arbres exploités et stimulés par l'Ethrel (détection RT-PCR). L'expression des 
gènes aco est au contraire beaucoup plus forte. 
Dans les cals, aucune expression des aco n'est enregistrée ni par Northem ni par RT-PCR. 
Dans les feuilles, on peut noter que l'expression des iso formes H4 et H5 est amplifiée par 
l'Ethrel chez les vitroplants âgés de 2 mois, et totalement induit dans les feuilles de plants 
greffés cultivés à la serre. Pour ces derniers, les résultats de RT-PCR montrent au contraire 
une expression dans les feuilles non stimulées. Cette contradiction pourrait être expliquée par 
la présence d'ADN génomique dans l'extrait 11, hypothèse que nous ne pouvons pas mettre 
de côté étant donné l'absence de témoin ARN total, ou bien par une mise en évidence d'une 
expression très faible et non détectable par Northem. L'absence d'amplification dans le 
traitement éthylénique pourrait venir d'un problème d'amorçage lors de la réaction de 
rétrotranscription ou de PCR. 
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Tableau 19. Comparaison des résultats d' expression des gènes aco et acs obtenu par Northern et RT-PCR.Migration de 15 f.lg d ' ARNtotaux. ND : non déterminé ;(-) 
expression non détectée ; (+) (++) (+++)(++++)gradient d'expression 
No Matériel vegetal Organes/ Durée HbACO-H4 HbACO-H5 HbAcs-F3 HbACS-FlO 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
Il 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
Vitroplants 
(2 mois) 
Plant greffé 
(serre) 
Arbre exploité 
Arbre vierge 
Arbre exploité 
Tissus Ethrel Northern RT-PCR Northern RT-PCR Northern RT-PCR Northern RT-PCR 
Cals 
Feuille 
2% 
(heures) 
0 - - - - ND 
24 - - - - ND 
0 ++ - + + ND 
24 ++++ - +++ + ND 
---"Tlie _____ o _________  +--------------=------- ++ ------=-- ---- ~--------------------------------· 
24 ++++ - +++ - ND 
------------- ------------
--------------------
Racine 24 +++ - ++ + ND 
Feuille 0 - - - + ND 
24 +++ - ++ - ND 
·- -----------------------------------~--------- .. ------ --------·-·-------·--------------.. -----·-----·-----
Ecorce 0 - - - + ND 
24 +++ - + + ND 
Ecorce 0 - - - - ND 
24 ++ - - - ND + 
Ecorce 0 - - - - ND 
4 ++ - + - ND 
8 ++++ - ++ - ND 
24 - - - - ND 
Latex 0 - - + - ND 
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Dans les racines stimulées à I'Ethrel, l'expression des aco est observable par Northem et RT-
PCR 
Dans les écorces de plants à quatre niveaux de développement (tiges de vitroplants âgés de 2 
mois, écorces de plants greffés de 1 an, écorces d'arbres immatures (vierges ou non exploités) de 
5 ans et écorces exploitées d'arbres matures de 7 ans), l'analyse par Northem de l'expression des 
aco est dans l'ensemble induite par l'Ethrel. Toutefois, les tiges de vitroplants ont une expression 
de base dans le contrôle non stimulé. L'analyse en cinétique dans les arbres vierges montre une 
expression transitoire de 4 à 8 heures après stimulation qui disparaît à 24 heures. Les analyses 
par RT-PCR de H4 sont toutes négatives: cela pourrait s'expliquer par une mauvaise 
amplification PCR avec les amorces H4 qui se sont avérées donner des résultats variables à 
plusieurs reprises, et nécessiterait une nouvelle définition. Pour H5, des produits de RT-PCR ne 
sont visibles que pour les tiges et les écorces de jeunes plants cultivés à la serre, montrant même 
une expression dans les tissus non stimulés de plants greffés. 
Dans le latex d'arbres matures non stimulés, une faible expression est enregistrée uniquement 
par Northem avec la sonde H5. 
En conclusion, ces résultats montrent que l'on a une expression de H4 et H5 dans tous les tissus 
sauf dans les cals que ne peuvent donc pas servir de support pour une caractérisation de ces 
membres de la famille multigénique aco. De plus, l'expression des gènes H4 et H5 tend à être 
induite ou amplifiée par l'Ethrel. Au cours du développement de la plante, l'expression induite 
dans l'écorce est encore détectée 24 heures après stimulation et tend à être plus transitoire dans 
les arbres vierges non exploités (expression entre 4 et 8 heures). H4 est spécifiquement exprimé 
dans un ou plusieurs tissus de l'écorce d'arbres exploités et stimulés mais pas dans le latex, 
tandis que H5 se distingue par une expression qui pourrait être spécifique dans le latex des arbres 
exploités. L'analyse IDS devrait permettre de préciser le site d'expression de H5 dans l'écorce 
de plus jeunes plants. 
En perspectives, la poursuite des analyses d'expression nécessitera une amélioration des 
conditions de RT-PCR: addition d'un contrôle positif (insert plasmidique) et de contrôles 
négatifs (ARN total pour vérifier l'absence de contamination par l'ADN génomique, ADNe d'un 
gène animal non exprimé chez les végétaux), et la définition d'amorces à Tm plus élevé pour 
gagner en spécificité. De plus, la caractérisation fine des différents gènes aco et acs requiert la 
mise en place de cinétique d'expression et l'analyse des effets de différents effecteurs (Ethrel, 
éthylène gaz, méthylcyclopropane, stress de température et hydrique, lumière, hormones, etc.) 
(Tableau 20.) Cela implique la gestion de très nombreux échantillons. L'extraction d'ARN par 
coussin de césium n'est pas une technique adéquate à ce ~ de caractérisation. ll est donc aussi 
proposé de tester une méthode d'extraction en Kit (Trizol Reagent, Invitrogen, USA). 
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Tableau 20. Proposition de traitements à effectuer sur les jeunes plants greffés cultivés à 27°C avec une 
pbotopériode de 12b/12h dans le but de caractériser l'expression des gènes acs et aco par RT-PCR dans les feuilles 
et les écorces. 
Traitements Cinétique d'expression des gènes acs et aco DosageACC 
Ob lb 4b Sb 24b 2j 4j 7j libre conjugué 
Contrôle 
Etbrel 1% + + + + + + + + + + 
2.5% + + + + + + + + + + 
5% + + + + + + + + + + 
Etbylène 1ppm + + + + + + + + + + 
IOppm + + + + + + + + + + 
lOO ppm + + + + + + + + + + 
1-MCP (24h) puis 10 ppm et 2,5 + + + + + + + + + + 
Etbrel (Sb) %(à définir) 
Blessure Scarification + + + + + + + + + + 
Acide jasmonique 1 JlM + + + + + + + + + + 
101J.M + + + + + + + + + + 
100 !J.M + + + + + + + + + + 
Obscurité 7 jours + + + 
Température 15°C + + + 
35°C + + + 
ABA + + 
GA1 + + 
ll.3.2. Construction et caractérisation d'une banque de gènes régulés par l'éthylène 
dans l'écorce 
ll.3.2.1. Création de la banque 
La construction d'une banque d'ADNe par la technique SSH (Suppression Substractive 
Hybridization) a été développée avec de populations d' ARNpolyA+ extraits à partir d'écorce 
d'arbres PB 260 (BD Biosciences; Palo Alto; CA ; USA). Les arbres immatures utilisés sont 
âgés de 5 ans (station de Sungei Putih, Indonésie) et n'ont jamais été exploités avant le 
prélèvement des échantillons d'écorce. 
Le dispositif expérimental est le suivant : 
-Arbres vierges contrôles non stimulés (TO) (3 arbres) 
- Arbres vierges stimulés avec 2,5% d'Ethrel (mélange de prélèvements de 3 arbres après 4 
heures (T4), 3 arbres après 8 heures (T8) et 3 arbres après 24 heures de stimulation (T24)). 
Les échantillons ont été prélevés par carottage et congelé directement dans l'azote liquide. 
Ensuite les échantillons sont lyophilisés pendant 48 heures avant expédition. Les ARN totaux ont 
été extrait par la méthode sur coussin de césium. 
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11.3.2.2. Caractérisation préliminaire de la banque SSH 
La banque d'ADNe créée par la technique SSH contient 1140 gènes potentiels. Cette banque 
représente les gènes régulés par l'éthylène dans les 24 h suivant le traitement éthylénique. Ce 
délai est très court pour la mise en place de toutes les réponses à 1' éthylène. Ainsi, les gènes 
contenus dans la banque devraient correspondre à des gènes de réponse précoce à 1' éthylène. 
Grâce à une analyse par Reverse-Northern sur filtre haute densité (macroa"ay) de la cinétique 
de la régulation de ces gènes par l'éthylène, nous avons pu montrer que 93.5% des gènes 
présents dans la banque étaient surexprimés en réponse à 1' éthylène. Parmi ces gènes induits par 
l'éthylène, 1067 sont exprimés dans l'écorce et 601 sont strictement spécifiques de ce tissu. Ce 
sont ces 601 gènes qui correspondent aux gènes recherchés initialement (Tableau 21). 
Tableau 21. Répartition des gènes détectés dans l'écorce par les sondes TO et T24. Les gènes de ce tableau ont été 
mis en évidence par les sondes TO et T24, mais pas par la sonde feuille ce qui a permis de mettre en évidence les 
gènes spécifiques de l'écorce. 
Ecorce 
631 
Nb gènes détectés 
Ecorce avec un signal 
pour TO et T24 
265 
PourTO PourT24 
563 396 
L'analyse d'expression de ces gènes montre une vitesse et un niveau quantitatif de réponse à 
l'éthylène plus ou moins rapide et important, ce qui permet de les répartir en quatre profils 
d'expression (Tableau 22). L'expression de 113 gènes spécifiques de l'écorce est induite plus 2 
fois, et pour 8 d'entre eux plus de 7 fois (Tableau 23). ll semble donc exister une modulation de 
l'expression de certains gènes en réponse à l'éthylène. 
Tableau 22.Répartition et localisation d'expression des l 067 gènes induits par l'éthylène. Les 4 catégories de ce 
tableau correspondent aux 4 profils d'expression déterminés pour ces gènes. 
Catégorie 1 
Catégorie 2 
Catégorie 3 
Catégorie4 
total 
Nb gènes exprimés de la banque SSH d'écorce exprimés dans d'autres tissus 
Ecorce Ecorce+ cal Ecorce + feuille Ecorce + cal + feuille 
177 32 1 0 
112 144 0 l 
75 24 0 0 
237 255 5 4 
601 455 6 5 
11.3.2.3. Conclusions et perspectives 
Une banque SSH de 1140 gènes régulés par l'éthylène dans l'écorce a été construite et une 
caractérisation préliminaire a été effectuée pour s'assurer de sa qualité (Lefrançois, 2004). 
La poursuite de la caractérisation de cette banque doit mener à l'annotation des fonctions des 
gènes par l'analyse et la comparaison de leur séquence avec les bases de données. Par ailleurs, ce 
travail mené chez le clone PB260 pourrait être enrichi par la caractérisation de banques issues 
d'autres clones industriels ayant des types métaboliques bien marqués. 
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Tableau 23. Répartition et localisation des 266 gènes induits dans l'écorce après 24 h de stimulation. Les ratios 
correspondent au niveau d'induction des gènes entre TO et T24. 
d 
0 
::s·-al .., 
cu .., 
> e 
·- Q. z ~ 
=o 
ratio 2 ou plus 
ratio 3 ou plus 
ratio 5 ou plus 
ratio 7 ou plus 
ratio 10 ou plus 
Total 
266 
87 
38 
14 
3 
Nb gènes exprimés 
Spécifiquement Spécifiquement 
dans l'écorce dans le cal et l'écorce 
113 153 
35 52 
19 19 
8 6 
0 3 
SpéciC~quement 
dans la feuille 
0 
0 
0 
0 
0 
11.3.3. Etablissement d'un modèle de fonctionnement pour l'étude précoce des 
mécanismes moléculaires de la production de latex 
Les travaux de physiologie moléculaire de la production ont porté sur l'étude des cellules 
laticifères d'arbres exploités. Un tel dispositif comporte toutefois plusieurs limites. La première 
est liée à la disponibilité du matériel végétal et la lourdeur expérimentale pour réaliser une série 
de traitements. La seconde réside dans le fait que la production de caoutchouc naturel dépend 
non seulement du système laticifère mais aussi de fonctions externes à ce tissu tels que ceux de 
l'écorce. Enfin, l'utilisation de la transgénèse pour caractériser certains mécanismes moléculaires 
implique des contraintes tels que le temps d'obtention d'arbres matures et la régulation 
biogénétique pour la culture d'OGM en conditions non confinées. 
Une compréhension globale des« mécanismes de la production» au niveau de l'écorce nécessite 
donc le développement de nouveaux outils tels que ceux développés par 1' imagerie cellulaire 
d'une part, et l'utilisation d'un modèle d'étude précoce tels que les jeunes plants cultivés en 
serre. 
En sus de l'immuno-localisation nécessitant la purification de protéines et la production 
d'anticorps spécifiques, l'hybridation in situ (IDS) des ARN messagers est une approche 
complémentaire plus rapide et plus facile à mettre en œuvre (sonde ARN à partir d'ADNe). Cette 
opération a conduit à la mise au point d'une technique d'hybridation in situ sur cal (Vidal, 2003). 
Cette année, les efforts ont porté sur le développement de la technique sur les écorces de jeunes 
plants d'hévéa. 
POUR MEMOIRE 
La localisation de l'expression d'un gèue peut être réalisée par dillérents moyeos : 
- Hybridation in situ : détection directe des ARNm du gène étudié ou bien des ARNm d'un gène rapporteur 
sous le contrôle du promoteur du gène étudié. 
- Immunolocalisation : détection indirect du produit du gène étudié : protéine spécifique produite par 
l'expression du gène étudié ou du gène rapporteur sous le contrôle du promoteur du gène étudié. 
- Histochimie: détection indirecte du produit du gène étudié à partir d'une réaction catalysée par la protéine 
étudiée dans le cas d'une enzyme ou rapporteuse (GUS). 
~ La détection par HIS apporte notamment des renseignements utiles à la caractérisation de familles 
multigéniques telle que celle de l'hévéine, ou des gènes de biosynthèse de l'éthylène. 
Pour plus d'information consulter (Ma/iga et aL, 1995) 
lmmuoolocalisation. Lourdeur expérimentale due à la purification ou à la production in vitro de la protéine 
spécifique puis à la production d'anticorps. Faible sensibilité de détection (1000-1()()()() molécules par cellule). 
Hybridation in situ. Facilité de clonage d'un fragment d ' ADNe qui sert à la production de sonde ARN. Forte 
sensibilité de détection (5-10 copies par cellule). 
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' 11.3.3.1~ Mise au point d'une technique d'hybridation in situ adaptée aux 
plantules et écorces d'hévéa 
Le protocole d'HIS sur des cals transformées d'Hevea brasiliensis a été amélioré et adapté à 
l'analyse d'autre matériel végétal tels ·que les plantules. Les difficultés de la méthode portent 
d'une part sur la préservation des ARN et des tissus sur les coupes cytologiques et d'autre part 
sur la qualité de la préparation et de l'hybridation de la sonde ARN. Afin de s'assurer que la 
méthode de préparation des coupes est opérationnelle sur les plantules, la première expérience a 
consisté à la caractérisation de 1' expression du gène gusA à partir de plantules transformées 
35S::GUS étant donné que la sonde ARN GUS est disponible. Les observations montrent une 
bonne conservation des tissus et des ARN ainsi qu'une révélation adéquate de l'expression de ce 
gène. Dans une deuxième étape, les efforts ont porté sur la préparation de la sonde ARN. Ainsi, 
la technique HIS a été utilisée pour confirmer la localisation de 1' expression du gène codant pour 
l'hévéine dont la présence de la protéine a été confirmée spécifique des laticifères par 
immunolocalisation (Pujade-Renaud et al., 2004). Nos résultats confirment la localisation 
spécifique de l'expression du gène codant pour l'hévéine les laticifères de l'écorce de rejets de 
plants non transformés du clone PB260. 
Les conditions de préparation du matériel végétal et de la sonde ARN sont donc efficaces et 
permettent d'envisager l'étude de l'expression de gènes endogènes impliqués dans le 
métabolisme de l'éthylène dont les sites d'expression ne sont pas connus. 
Il.3.3.1.1. Préparation des tissus végétaux. 
Comme tous les ligneux, l'hévéa possède des parois secondaires lignifiées. Cette caractéristique 
nous a conduit à adapter le protocole d'imprégnation et d'inclusion. Les modifications 
effectuées, introduction d'un traitement au butanol lors de la déshydratation et en une 
augmentation des temps de déshydratation et d'imprégnation ont été efficaces. La structure des 
plantules et d'écorce a été maintenue au niveau des coupes et les ARNs qu'ils contiennent ont 
été bien conservés 
Il.3.3.1.2. Variabilité du marquage. 
Avec les sondes marquées à la digoxigénine, le marquage se manifeste par une coloration 
violacée au niveau du cytoplasme et des noyaux. Sur l'ensemble des hybridations réalisées 
plusieurs facteurs agissant sur l'intensité du marquage ont été mis en évidence. 
Niveau d'expression du gène: Sur les coupes hybridées avec les sondes ribosomiques, le 
marquage est très intense. Sur les plantules 35S::GUS hybridées avec une sonde gus, le 
marquage est un peu moins intense. Enfin les plantules hybridées avec une sonde aco, présentent 
un marquage de faible intensité. L'intensité du marquage semble dépendre en partie du niveau 
d'expression du gène cible. 
Nature de l'expiant: Lors des hybridations avec les sondes gus et ribosomiques, le marquage 
est plus intense pour les feuilles en comparaison avec les tiges et les racines. Cette différence 
peut être due à des niveaux d'activité variables suivant les organes (concentration en ARNs plus 
ou moins forte). 
Nature ou type ceUulaire : Sur les tiges et les racines hybridées avec les sonde antisens, on 
n'observe pas de marquage spécifique dans les cellules du xylème et du sclérenchyme. Ce 
résultat est logique puisque ces cellules sont dépourvues de cytoplasme. Le marquage observé au 
niveau des tissus de la moelle est plus faible que celui observé au niveau du parenchyme 
chlorophyllien. L'intensité du marquage dépend donc aussi du type cellulaire selon qu'il s'agisse 
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de cellules plus ou moins actives. En effet, le degré de différenciation des cellules influe sur les 
volumes relatifs du cytoplasme, du noyau et de la vacuole. 
/l3. 3.1. 3. Facteurs induisant le bruit de fond 
Lors des expérimentations réalisées au cours de cette étude, la localisation de l'expression a été 
parfois compliquée par la présence de bruit de fond sur les coupes. Plusieurs facteurs ont été 
identifiés comme étant susceptibles d'induire ce phénomène. 
Pureté de la sonde: Les hybridations réalisées avec la sonde aco 4.8 sens présentent un léger 
marquage spécifique. Cela peut sous-entendre que la sonde sens était contaminée par la sonde 
antisens. La méthode de ligation partielle telle qu'elle a été utilisée pour la synthèse des sondes 
ne garantit pas de la pureté des sondes obtenues. En effet, il suffit d'avoir seulement quelques 
fragments avec une double ligation dans le produit de ligation pour obtenir au final une sonde 
contaminée. Cette contamination de la sonde sens par des fragments de la sonde antisens peut 
ainsi induire un marquage spécifique sur les coupes et donc poser un problème d'interprétation. 
Une première solution pour pallier ce problème est de tester les amorces pour l'amplification du 
fragment antisens sur le produit d'amplification sens. Ce contrôle permet de mettre en évidence 
une contamination s'il y a une amplification, mais ne permet pas d'être sûr de la pureté de la 
sonde s'il n'y a pas d'amplification. Une solution efficace serait d'utiliser pour la seconde 
amplification des amorces chevauchant l'extrémité du fragment d'intérêt et une partie de 
l'adaptateur. Ainsi les amplifications seraient spécifiques de l'orientation de la sonde. 
Néanmoins cette méthode serait plus onéreuse puisqu'il faudrait déterminer deux nouvelles 
amorces relativement longues (environ 50 pb) par sonde. 
Présence de latex: Le latex possède des caractéristiques qui compliquent l'hybridation. C'est un 
milieu lytique, possédant des particules chargées électriquement, et avec des propriétés 
coagulantes. Ces paramètres créent des conditions favorisant l'absorption aspécifique des sondes 
ou des anticorps. 
Nature cellulaire : Pour toutes les hybridations et notamment sur les témoins, on observe du 
bruit de fond au niveau des parois des cellules du phloème et au niveau des chloroplastes du 
parenchyme palissadique des feuilles. Lorsque le temps de révélation est court comme pour les 
lames hybridées avec les sondes ribosomiques (15 à 30 min), cette coloration aspécifique n'est 
pas observée. Au contraire, plus on augmente le temps de révélation, comme pour les lames 
hybridées avec les sondes aco ou acs (de 48 à 72 h), plus cette coloration s'intensifie. ll semble 
donc que ce bruit de fond limite l'application de cette technique pour les gènes nécessitant un 
temps de révélation long c'est-à-dire pour les gènes ayant un faible niveau d'expression. 
Au cours de cette étude, une partie du bruit de fond présent sur les premières hybridations 
a été supprimée. En effet, la présence de MgC}z dans le tampon de révélation induisait du bruit 
de fond sur les coupes et atténuait la révélation du signal. Le MgC}z a donc été ôté de la 
composition de ce tampon, ce qui a grandement amélioré la qualité des résultats. 
L'identification d'un signal spécifique par la méthode d'HIS passe nécessairement par 
une comparaison avec les différents témoins. 
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ll.3.3.2. Localisation de l'expression des gènes impliqués dans la biosynthèse 
d'éthylène 
Etant donné que l' HIS est une technique plus sensible que le Northern, nous nous sommes 
appuyés sur la mise en évidence préliminaire de l'expression d'un gène par Northem pour 
s'assurer de la faisabilité de l' étude de la localisation des gènes acs et aco par HIS 
I/.3.3.2.1. Localisation de l'expression du gène HbAco4.8 codant pour une 
aminocyclopropane carboxylate oxydase (ACO) (Tableau 24). 
Aucune expression du gène HbAcsF2 n'est détectée soit Northern soit par HIS. L'hybridation a 
été réalisée avec la sonde acs F2 mesurant 395 pb. Le marquage des témoins ribosomique 
antisens est observé dans les plantules et les écorces. Les contrôles sens et sans sonde ne sont 
pas marqués. Les lames hybridées avec la sonde acs F2 antisens ne montrent aucun marquage 
pour les différents organes des plantules et pour les écorces de rejets. Etant donné que le témoin 
de marquage ribosomique est positü: ces résultats montrent que les gènes acs pourraient être très 
faiblement exprimés, du moins en dessous du seuil de détection. 
Plusieurs explications sont possibles. Ce gène appartient à une famille multigénique, caractérisée 
chez d'autres espèces (Arabidopsis, tomate) comme ayant un niveau d'expression faible et 
transitoire. La sensibilité des deux méthodes n'est peut être pas assez forte pour détecter 
l' expression de ce gène. Les stades testés ne correspondent peut-être pas au niveau d'expression 
de ce gène dans le temps. Pour 1' étude de l' expression de ce gène, une méthode de détection de 
l'expression plus sensible pourrait être envisagée, comme la RT-PCR. Toutefois, les résultats de 
RT-PCR pour les clones ACS-F3 et ACS-FlO n'ont révélé aucune expression acs (Tableau 19). 
La fugacité de l' expression des acs pourrait alors être mis en cause, ce qui impliquerait de faire 
systématiquement des analyses en cinétique par RT-PCR pour déterminer le ou les stades 
d'expression de ces gènes avant la réalisation des HIS. 
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Tableau 24. Caractérisation de l'expression de l' AC0-4.8 et de l' ACS-F2 par hybridation 
moléculaire de type Northern et in situ dans différents tissus au cours du développement de 
l'hévéa et en réponse à I' EthreL (-)non détecté;(+) détecté; (Nd) non déterminé. 
Sondes Matériel 
végétal 
Organesffissus Ethrel2% Expression génique 
AC0-4.8 
(-HS) 
ACS-F2 
Northem 
Arbre exploité Ecorce 
+ + 
Cal 
+ 
Plant greffé en serre Ecorce 
+ ++ 
Feuille 
+ ++++ 
Vitroplant de 2 mois Racine Nd 
+ +++ 
Tige 
+ ++++ 
Feuille +++ 
+ +++++ 
Arbre exploité Ecorce 
+ 
Cal 
+ 
Plant greffé en serre Ecorce 
+ 
Feuille 
+ 
Vitroplant de 2 mois Racine Nd 
+ 
Tige 
+ 
Feuille 
+ 
Il3.3.2.2. Localisation de 1 'expression du gène HbAcoF2 codant pour une 
aminocyclopropane carborylate synthase (ACS) (l'ab/eau 24). 
Aucune expression du gène HbAcsF2 n'est détectée soit Northem soit par HIS. L'hybridation a 
été réalisée avec la sonde acs F2 mesurant 395 pb. Le marquage des témoins ribosomique 
antisens est observé dans les plantules et les écorces. Les contrôles sens et sans sonde ne sont 
pas marqués. Les lames hybridées avec la sonde acs F2 antisens ne montrent aucun marquage 
pour les différents organes des plantules et pour les écorces de rejets. Etant donné que le témoin 
de marquage ribosomique est positif, ces résultats montrent que les gènes acs pourraient être très 
faiblement exprimés, du moins en dessous du seuil de détection. 
Plusieurs explications sont possibles. Ce gène appartient à une famille multigénique, caractérisée 
chez d'autres espèces (Arabidopsis, tomate) comme ayant un niveau d'expression faible et 
transitoire. La sensibilité des deux méthodes n'est peut être pas assez forte pour détecter 
l'expression de ce gène. Les stades testés ne correspondent peut-être pas au niveau d'expression 
de ce gène dans le temps. Pour l'étude de l'expression de ce gène, une méthode de détection de 
l'expression plus sensible pourrait être envisagée, comme la RT-PCR. Toutefois, les résultats de 
RT-PCR pour les clones ACS-F3 et ACS-FlO n'ont révélé aucune expression acs (Tableau 19). 
43 
HIS 
Nd 
Nd 
Nd 
Nd 
+ 
+ 
Nd 
Nd 
+ 
Nd 
+ 
Nd 
+ 
Nd 
Nd 
Nd 
Nd 
Nd 
Nd 
Nd 
Nd 
Nd 
Nd 
La fugacité de l'expression des acs pourrait alors être mis en cause, ce qui impliquerait de faire 
systématiquement des analyses en cinétique par RT -PCR pour déterminer le ou les stades 
d'expression de ces gènes avant la réalisation des HIS. 
/!3.3.2.3. Conclusions et perspectives. 
Une technique opérationnelle permet de caractériser l'expression du gène rapporteur uid.A dans 
des cals et maintenant des plantules transgéniques (Vidal, 2003), (Marteaux, 2004). Ce protocole 
a été amélioré et étendu à l'analyse d'écorce de jeunes plants greffés du clone PB 260 pour la 
caractérisation d'une part du gène hev 2.1 par l'analyse de l'expression de uidA sous le contrôle 
du promoteur spécifique H4 dans des plants transgéniques et par l'analyse directe de l'expression 
de son gène hev 2.1, et d'autre part du gène aco 4.8 
Bien que le marquage à la digoxigénine suivi d'une révélation à la phosphatase alcaline soit 
efficace pour des gènes fortement exprimés (uidA sous le contrôle de 35S ou H4; hev 2.1 sous le 
contrôle de H4; aco 4.8), l'étude des gènes de biosynthèse de l'éthylène, en particulier acs qui 
n'a pas été détecté par HIS, s'est avérée plus difficile et nécessiterait une révélation plus sensible 
telle que l'utilisation du psoralène. La technique de marquage par incorporation de bases 
fluorescentes semble aussi une piste à suivre pour améliorer la sensibilité et l'étude de 
l'expression simultanée de plusieurs gènes. 
ll.3.4. Conclusions sur la caractérisation des gènes de biosynthèse et ceux régulés 
par l'éthylène 
L'éthylène coordonne un ensemble d'événements physiologiques et moléculaires, au niveau des 
cellules laticifères et des tissus de 1' écorce, favorisant 1' écoulement et la régénération de latex. 
La caractérisation des gènes de biosynthèse de l'éthylène et des ceux qui répondent à sa 
stimulation a donc été mise en œuvre. 
L'isolement des gènes acs et aco a été entrepris par PCR à partir d'ADNe simple brin à l'aide 
d'oligonucléotides dégénérés. Cela a conduit au clonage de fragments partiels d'ADNe, 
respectivement 5 pour acs (DIO, E4, F2, F3, FlO) et 4 pour aco (H4, H5, 04.3, 04.8). Le 
criblage de banques phagiques d'ADNe issus de méristème et d'écorce a permis l'isolement d'un 
ADNe pleine longueur à partir de la banque d'écorce correspondant une aco homologue au clone 
H5. Ce fragment de 1113 pb comporte une phase de lecture ouverte de 936 pb codant pour une 
protéine de 936 acides aminés, laquelle a 75% d'identité avec une autre HbAco isolé aussi à 
partir d'une banque d'écorce. 
L'analyse de l'expression des acs (clones F3 et FlO) dans différents tissus a été entreprise par 
hybridation moléculaire de type Northem et par RT -PCR. Une expression a pu être révélée 
uniquement par RT-PCR pour le clone FlO. Aucune expression n'a été observée par hybridation 
in situ. 
En ce qui concerne les aco, des expressions de H4 et H5 sont enregistrées dans tous les tissus 
sauf les cals pour H4 et H5 et le latex pour H4. L'hybridation in situ réalisée sur le ARNm du 
clone 04.8 montre que ce membre des aco est exprimé dans tous les tissus de l'écorce. Ainsi, 
une expression différentielle des ces gènes est observée. 
Parallèlement, une première banque SSH, constituée de 1140 clones correspondant aux gènes 
régulés par l'éthylène dans l'écorce d'arbre immature, a été construite et sa caractérisation en 
cinétique par reverse-Northem révèle une forte régulation de ces gènes lors de la stimulation à 
l'éthrel. Le séquençage puis l'annotation de ces gènes permettra d'identifier les voies 
métaboliques stimulées par l'éthylène et des gènes de régulation putatifs. 
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ll.4. Conclusion 
L'utilisation de la transgénèse comme outil d'étude du métabolisme laticifère et de modification 
variétale implique une bonne maîtrise du procédé de transformation génétique en termes de 
compétences des cellules d'hévéa au transfert de gène et de fréquence de régénération et de 
qualité de vitroplants transgéniques. Afin de garantir une bonne qualité de matériel végétal, 
l'optimisation des conditions d'obtention de lignées embryogènes et leurs conservations dans un 
état physiologique optimal ont été mises en place. Ainsi, 32 lignées de cal friable ont été établies 
entre 2003 et 2004 chez le clone PB 260, et 20 d'entre elles ont montré une capacité de 
régénération par embryogenèse somatique. La création de banques cryoconservatoires a été 
réalisée chez 22 lignées dont les plus embryogènes seront sélectionnées courant 2005 pour 
établir des banques de travail. Ces dernières seront constituées avec des effectifs importants de 
cryotubes afin de réaliser une caractérisation fine des rendements et de la qualité du matériel 
végétal, d'optimiser les conditions de développement des Vitroplants et d'effectuer des 
expériences de transgénèse avec des gènes d'intérêt. 
La technique de transformation génétique par Agrobacterium tumefaciens a été validée avec la 
production de 19 lignées de cal et l'acclimatation de 372 vitroplants transgéniques. A la suite, 16 
lignées transgéniques ayant incorporé un gène rapporteur gusA sous le contrôle d'un promoteur 
contrôlant une expression spécifique de ce gène dans les laticifères (promoteur H4 du gène 
hev2.1 codant pour l'hévéme) ont été produites avec le même procédé à partir de cal friable 
embryogène provenant de tissus cryoconservés. Parmi ces lignées, 12 ont montré une capacité à 
produire des vitroplants sur lesquels l'expression du gène rapporteur a été étudiée. La stimulation 
éthylénique, le stress osmotique et la lumière se sont avérés être des facteurs d'induction de ce 
promoteur. Des analyses histochimiques et par hybridation in situ ont permis aussi de démontrer 
que le gène codant pour l'hévéine avait une expression spécifique dans les laticifères au niveau 
des racines et des tiges de jeunes plants d'hévéa tandis que l'expression était généralisée au 
niveau de tous les tissus des feuilles, cette dérégulation pouvant être contrôlée par la lumière. 
La plupart des mécanismes moléculaires liés à la production de caoutchouc est sous le contrôle 
de la stimulation par l'éthylène. Par conséquence, deux approches ont été initiées l'une sur 
l'isolement et la caractérisation des gènes de biosynthèse de l'éthylène, et l'autre, sur la 
compréhension de l'action des gènes de régulation induit par l'éthylène et en amont de ceux 
impliqués directement dans une fonction métabolique telle que la coagulation des particules de 
caoutchouc par exemple. 
Les gènes de biosynthèse de l'éthylène (acs et aco) sont constitués chacun par une famille 
multigénique. Suite à l'isolement de plusieurs fragments correspondants aux gènes acs et aco, 
leur analyse d'homologie de séquences permet de proposer que nous avons isolé au moins 3 
membres pour acs (clones E4, F3, FlO) et 3 aco (clones H4, H5 et 04.8). Pour l'isoforme H5, 
une séquence complète du gène a pu être clonée par criblage de banque d'ADNe d'écorce. Le 
développement d'une autre technique de clonage (5' et 3' RACE) utilisant l'amplification 
d'ADN par PCR sera réalisé pour isoler les séquences complètes des 2 membres restant des 
gènes aco. 
L'analyse de l'expression de ces gènes par hybridation moléculaire de type Northem permet de 
détecter 1' expression des aco dans tous les tissus sauf dans le cal. Cette expression est stimulée 
par l'application d'Ethrel et apparaît transitoire dans des écorces d'arbres exploités. Le membre 
H4 n'est pas exprimé dans le latex tandis que H5 l'est L'expression des gènes acs est plus 
délicate à détecter, gènes trop faiblement exprimés, et nécessitera des mises au point et 
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l'utilisation d'une technique plus sensible telle que la RT-PCR. Ces résultats montrent donc une 
régulation différentielle des différents membres aco. Ces résultats seront couplés avec une 
localisation de l'expression de chacun de ces membres aco par hybridation in situ afin d'établir 
un modèle de l'action de l'éthylène dans les tissus de l'écorce. 
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m. Convention stimulation à l' ethylene gazeux (seg) 
m.l. Introduction 
Depuis la découverte de l'efficacité de l'éthéphon (acide 2-cholroéthylphosphonique) 
commercialisé sous le nom d'Ethrel comme agent stimulant la production de caoutchouc naturel, 
de très nombreux travaux ont été réalisés afin de perfectionner les méthodes de stimulation. ll a 
été possible, dans le but d'augmenter la productivité des arbres et la rentabilité du saigneur, de 
combiner la réduction de fréquence de saignée avec l'emploi raisonné de la stimulation 
hormonale. 
Cette amélioration fut rendue possible par l'adaptation des systèmes d'exploitation aux nouveaux 
clones plus performants. Cependant, l'emploi de l'éthéphon pour compenser la réduction de la 
fréquence de la saignée semble atteindre ses limites pratiques en fréquence d/5. 
La stimulation gazeuse pourrait permettre, par une action continue, de maintenir des niveaux de 
production élevés à chaque saigné. En théorie, la SEG paraît particulièrement adaptée à la 
saignée inversée qui est pratiquée après 10 ans de saignée, sur des encoches courtes (Y.S) et sur 
des panneaux riches en réserves (amidon et sucres solubles) aptes à supporter et à valoriser des 
intensités de stimulation élevées. De ce point de vue, la Y. Sd/6 inversée constitue une cible 
privilégiée d'application de la SEG. 
Le projet associe, sous l'égide de l'IFC, le Cirad, Michelin, Saph et Socfinco, pour une première 
phase de recherche de 2 ans (2002-2004). Régis Lacote, agent Cirad basé officiellement en 
France suite aux problèmes d'instabilité en Côte d'Ivoire, assure la coordination de ce projet et 
sa réalisation en étroite coopération avec les agronomes des plantations partenaires du projet à 
hauteur de 50 % de son temps de travail total. 
Ce rapport synthétise les résultats acquis au cours de la campagne d'essais 2004 
ill.2. Objectifs 
Le projet SEG vise l'amélioration de la productivité du travail de la saignée par la réduction des 
coûts de main d'œuvre et la réduction des effectifs des plantations. L'objectif est la mise au point 
d'une pratique de la stimulation à base d'éthylène gazeux, en substitution de l'éthéphon, associée 
à la réduction de la fréquence de saignée. La SEG doit permettre d'augmenter le 
gramme/arbre/saignée pour permettre, dans une première étape, une saignée hebdomadaire 
compétitive avec les fréquences d/4 et d/5 actuelles. 
lli.3. Dispositü expérimental 
Vingt expériences sont en place, neuf au Brésil sur les plantations de PMB et PE~ huit sur la 
plantation de la SOGB (BY) en Côte d'Ivoire, deux sur La plantation de Bongo (BG : SAPH) et 
une au Nigeria sur la plantation d'Osse-River (OR). 
Deux types d'expérimentation sont en cours: 
);;> 8 essais à moyenne échelle (ME) visant l'évaluation du procédé de stimulation gazeuse 
avec l'équipement G600 ( 6480 arbres) : 
. 5 essais d'évaluation de la Y. S inversée en d/4, d/5 et d/6 (PMB, PEM, SOGB, 
SAPH, OR); 
. 2 essais d'évaluation de la Ys S d/6 inversée (PE~ SOGB) ; 
. 1 essai d'évaluation de la SEG en saignée intensive avant abattage (SAPH). 
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)> 12 essais à petite échelle (OE) visant l'analyse du fonctionnement des arbres sous 
stimulation SEG, situés à PEM et SOGB : 
. 2 essais à PEM, sur l'influence de la pression initiale en gaz dans le G600 ; 
. 2 essais à PEM sur l'influence de la position du diffuseur d'éthylène sur le tronc 
(2002-03) puis sur l'influence de la longueur d'encoche et la 
combinaison fréquence/intensité de stimulation gazeuse ; 
. 2 essais à PEM sur l'influence de la fréquence de stimulation gazeuse; 
. 2 essais à SOGB sur l'influence de la pression initiale en gaz dans le G600 ; 
. 2 essais à SOGB sur l'influence de la longueur d'encoche et la combinaison 
fréquence/intensité de stimulation gazeuse ; 
. 2 essais à SOGB sur l'influence de la fréquence de stimulation gazeuse. 
Toutes les expériences font l'objet d'une comparaison des motifs SEG à un motif témoin en 
stimulation conventionnelle. 
ffi.4. Principaux résultats 
Le Comité technique qui s'est tenu à la SOGB, Grand-Béréby, le 20 octobre 2004 a commenté la 
mise à jour des résultats obtenus avec la SEG sur l'ensemble des sites d'expérimentation depuis 2 
ans. Des propositions sont soumises au Comité de Pilotage afin de poursuivre le projet intégrant 
(i) une démarche de validation à grande échelle du système d'exploitation SEG testé, (ü) une 
étude sur l'innovation technique de la diffusion contrôlée du gaz. 
m.4 .1. La production 
m.4.1.1. Essais à moyenne échelle 
Les résultats de stimulation gazeuse de base en \.4 Sf d/6 sur des arbres âgés d'environ 34 ans à 
PMB et OR sont encourageants. lls sont confirmés, à PEM et à Bongo sur des arbres plus jeunes, 
âgés de 22 et 23 ans et âgés de 20 ans à la SOGB. 
La SEG de base : G600 60 psi, appliquée 3 fois par an, permet d'obtenir une production 
améliorée en \.4 Sf d/6, équivalente ou supérieure à celle de la saignée en Y. Sf d/4 avec 
stimulation conventionnelle à l'éthéphon {Tableau 1). Les réponses à la SEG sont très fortes en 
début de campagne en comparaison du témoin. Puis, au cours du temps, la production relative de 
la SEG d/6 par rapport au témoin éthéphon d/4 diminue et se stabilise ensuite. Ce n'est pas la 
baisse de production de la SEG qui est en cause, mais la montée en production du traitement 
témoin éthéphon en raison de stimulations plus régulièrement réparties dans l'année. 
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Tableau 1 : Comparaison des productions obtenues avec la stimulation à l'Ethrel et la SEG. 
PMB,FX3864 PEM, RRIM 600 OR, GT l BG, GT l BY,GT 1 
20mois 17 mois 30 mois 17 mois 19 mois 
Système d'exploitation gja %Tl gja %Tl gja %Tl gja %Tl gja %Tl 
Y.S/1 d/4 ET 5 % Pa l (l) oly 10163 lOO 6284 lOO 21642 lOO 10612 lOO l169l 
Y.S/1 d/4 SEG 60 Psi 3/y 3m 15680 154 7518 120 35194 163 13938 131 12548 
Y.S/1 d/5 ET 5 Pa l(l) oly 7514 74 5404 86 17989 83 9519 90 11417 
Y.S/1 d/5 SEG 60 Psi 3/y 3m 12664 125 6674 106 32209 149 12740 120 13466 
Y.S/1 d/6 ET 5% Pa l(l) o/y 7267 72 5433 86 18498 85 8755 82 12165 
Y.S/1 d/6 SEG 60 Psi 3/y 3m 13137 129 6333 lOI 28647 132 11508 108 13143 
Y.S/1 d/6 SEG 40 Psi 4/y 2m 11768 116 5924 94 31057 144 11624 109 13404 
Y.S/Id/6 SEG 20 Psi 8/y lm 10929 108 6052 96 29532 136 10537 lOO 14832 
Exprimée en pourcentage du traitement d/4 ET, la production relative de la d/6 SEG 3/y tend à se 
stabiliser au cours des mois de saignée, sur tous les sites (Fig 1 ). 
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Figure 1: Evolution de la production relative(%) de la Y7S d/6 SEG 60 psi 3/y par rapport à celle 
de la Y7S d/4 avec stimulation à l'éthéphon au cours des mois de saignée 2002 à 2004 
La saignée en Ys S SEG inversée paraît donner des résultats aléatoires et généralement moins 
bons que ceux de la V..S (Tableau 2). L'intérêt de la Ys S est donc discutable de même que la 
nécessité d'économiser de l'écorce dans la gestion du panneau en saignée. 
Des défectuosités de l'équipement G600 ont été constatées tout particulièrement à PEM au cours 
de la 2èrne année de test. Plus de 90 % des bouteilles plastiques étaient retrouvées à pression 
atmosphérique 72 heures après recharges ou une semaine après. Dès lors il n'a pas été possible 
de séparer l'effet SEG en tant que tel et l'effet fiabilité de l'équipement. Ce sont les traitements à 
faible pression de gaz qui ont été le plus pénalisés par l'altération des équipements. Les pressions 
de 20 et 40 psi ont donné les productions les plus basses. 
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A la SAPH comme à la SOGB 30 % des équipements ont été estimés défectueux dans les essais 
à moyenne échelle. 
Tableau 2 : Comparaison des productions obtenues avec la stimulation à l'Ethrel et la SEG. 
PEM, PEM, PEM, BY, GT 1 
RRIM600 RRIM600 RRIM600 
02-03, 10 mois 03-04, 7 mois 02-04, 17 mois 11 m
ois 
Tt Système d'exploitation gia %Tl gia %Tl gia %Tl gia %Tl 
Tl Y.Sj d/6 ET 5% Pa 1(1) 12/y 4295 lOO 1256 100 5551 lOO 9356 100 
T2 Y.S j d/6 SEG 60 Psi3/y 3 rn 4784 Ill 1108 88 5892 106 10118 108 
T3 YaSj d/6 ET 5% Pa 1(1) 12/y 2731 64 614 49 3345 60 8248 88 
T4 YaSj d/6 SEG 60 Psi 3/y 3 rn 4494 105 1232 98 5726 103 8276 88 
T5 YaS j d/6 SEG 40 Psi 4/y 3 rn 4468 104 714 57 5182 93 8838 94 
T6 YaS j d/6 SEG 20 Psi 8/y 3 rn 4044 94 799 64 4843 87 9623 103 
Les résultats des 4 premiers mois de SEG sur écorce régénérée du clone GT 1 (Bongo), exploité 
en Yz S descendante, ne sont pas encourageants. Les productions obtenues en YzS SEG sont très 
inférieures à celle de YzS d/4 ET. On ne sait pas encore si c'est l'écorce régénérée qui répond mal 
à ce type de stimulation gazeuse ou si des défectuosités techniques sont en cause. Le replacement 
de l'opercule sur le panneau, en position plus centrale et à une distance comprise entre 10 et 15 
cm sous l'encoche de saignée a été recommandé suite aux observations de terrain. Des 
écoulements de latex à l'intérieur des opercules avaient été observés. L'essai est poursuivi 
jusqu'en avril 2005. 
Après 21 mois de saignée, l'essai d'évaluation de la SEG avant abattage a montré que le 
traitement SEG obtient 14 % de production en plus que la stimulation conventionnelle 
(Tableau 3). 
Tableau 3 : Comparaison des productions obtenues avec la stimulation à l'éthéphon et la SEG, en 
saignée intensive avant abattage. Seule la saignée remontante est stimulée dans le cas de la SEG. 
BG, GT l , 21 mois 
Trait Système d'exploitation gaz(glan) gia %Tl 
Tl ~Sl ~S d/3 6d/7 ET 5% Pa l(l) 17/y (rn) 0,13 14056 100 
T2 ~Sl ~S d/3 6d/7 SEG 60 Psi 3/y (3m) 8,12 16089 114 
De ces observations on peut tirer la conclusion que, malgré l'hétérogénéité et les défectuosités de 
l'équipement G600, la SEG reste intéressante à employer sur des arbres exploités en saignée 
inversée. 
ffi.4.1.2. Essais à petite échelle 
Ces essais ont pour objet de comprendre les mécanismes d'action de la SEG sur la production. 
Chez les arbres plus jeunes, la saignée en Yz S, a permis à la SEG d'être efficace pour une 
fréquence de saignée en d/6. Le diffuseur de gaz doit être positionné dans l'aire drainée à une 
distance de 15 cm sous l'encoche. 
La diminution de la fréquence de saignée ( d/6) ne peut pas être compensée par l'usage de la SEG 
sur de très courtes encoches (Ys S) qui limitent la taille de l'aire drainée. La production de la 
saignée en Y. S SEG est également inférieure au témoin Yz S d/4 mais en proportion moins 
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importante. Seule la saigné en ~ S est intéressante sous SEG, en raison du lien direct entre 
longueur de l'encoche saignée et volume de l'aire drainée. 
La pression de chargement de 30 psi pour les G600 semble suffisante pour obtenir une 
production satisfaisante en ~S descendante. Au-delà de 30 psi, l'augmentation de pression 
n'exerce pas d'effet significatif sur la production du système SEG ~ S d/6. Néanmoins, cela reste 
à confirmer (Tableaux 4, 5 et 6) 
Tableau 4 : Comparaison des productions obtenues avec la stimulation à l'Ethrel et la SEG, 
influence de la pression initiale en gaz dans le G600, PEM 2002-2003 
PB235* PB 217** 
Trait Système d'exploitation gaz (g!an) gia %Tl gfa %Tl 
Tl YzS d/4 Et 2,5% Pa l(l) 3/y* 13/*y 0,012* 0,051** 2170a lOO 4639a lOO 
T2 YzS d/6 Et 2,5% Pa 1(1) 13/y* 26/y** 0,050* 0,10** 2199 a lOI 4149a 89 
T3 Y.S d/6 SEG G600 60 Psi 3/y 3 rn 8,12 2170 a 100 3075b 66 
T4 V.S d/6 SEG G600 15 Psi 3/y 3 rn 2,03 1101 b 51 2101 b 45 
T5 V.S d/6 SEG G600 30 Psi 3/y 3 rn 4,06 l399b 64 2653 b 57 
T6 V.S d/6 SEG G600 45 Psi 3/y 3 rn 6,09 1542 b 71 2897b 62 
T7 YaS d/6 SEG G600 60 Psi 3/y 3 rn 8,12 1845 b 85 3022b 65 
. . 
* les chiffres affectés d 'une lettre différente sont stgruficattvement différents du potnt de vu statistique (P< 0.05) 
Tableau 5 : Comparaison des productions obtenues avec la stimulation à l'Ethrel et la SEG, 
influence de la pression initiale en gaz dans le G600, PEM 2003-2004 
PB 235* PB 217** 
Trait Système d'exploitation gaz (g!an) g/a %TI gia %TI 
Tl YzS d/4 Et 2,5% Pa 1(1) 6/y* 13/*y 0,023* 0,051** 1603 ab 100 2708 ab lOO 
T2 YzS d/6 Et 2,5% Pa 1(1) 13/y* 26/y** 0,050* 0,10** 1298 b 81 2087b 77 
T3 YzS d/6 6d/7 SEG G600 60 psi 6/y (2 rn) 16,2 1845 ab 115 2406 ab 89 
T4 YzS d/6 6d/7 SEG G600 30 psi 6/y (2 rn) 8,12 1526 ab 95 2759a 102 
T5 YzS d/6 6d/7 SEG G600 30 psi 3/y (3 rn) 4,06 1535 ab 96 2583 ab 95 
T6 YzS d/6 6d/7 SEG G600 45 psi 3/y (3 rn) 6,10 1682 a 116 2900a 107 
T7 YzS d/6 6d/7 SEG G600 60 psi 3/y (3 rn) 8,12 2018 a 126 2843 a 105 
.. 
* les chtffres affectés d' une lettre dtfférente sont stgmficattvement dtfférents du potnt de vu statlsttque (P< 0.05) 
Tableau 6 : Comparaison des productions obtenues avec la stimulation à l'Ethrel et la SEG, en 
fonction de la pression initiale de gaz dans le G600, SOGB 2003-2004 
PB 314* PB 217** 
Trait Système d'exploitation Qté de gaz (g!an) gia %Tl gia %Tl 
Tl YzS d/4 Et 2,5% Pa 1(1) 3/y* 13/*y 0,012* 0,051** 5727 lOO 2340a lOO 
T2 YzS d/6 Et 2,5% Pa 1(1) 13/y* 26/y** 0,050* 0,10** 5653 99 1954 a 84 
T3 YzS d/6 SEG G600 60 Psi 6/y 2 rn 16,24 5362 94 2074 a 89 
T4 YzS d/6 SEG G600 15 Psi 3/y 3 m 2,03 5245 92 1797 b 77 
T5 YzS d/6 SEG G600 30 Psi 3/y 3 m 4,06 5230 91 2309a 99 
T6 YzS d/6 SEG G600 45 Psi 3/y 3 rn 6,09 5048 88 2106 ab 90 
T7 YzS d/6 SEG G600 60 Psi 3/y 3 m 8,12 5462 95 2120 ab 91 
. . 
* les chtffres affectés d'une lettre différente sont stgnificattvement différents du potnt de vu statistique ( P< 0.05) 
L'emploi de conteneurs de volume réduit (PFR50ml) avec des stimulations (recharges) répétées 
afin de simuler une SEG continue à pression constante, a permis de compenser la réduction de la 
fréquence de saignée (Tableaux 7, 8 et 9). Les productions des traitements~ S d/6 PFR50 60 psi 
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sont équivalentes à celle de la Yz S d/4 ET. Des impacts rapprochés (recharges) à faible volume 
de gaz par recharge sont efficaces pour compenser la réduction de la fréquence de saignée. 
A PEM, le DL signale une activité métabolique plus forte pour la stimulation gazeuse en raison 
d'un effort de régénération du contenu laticifère plus important après chaque saignée sous action 
de l'éthylène. Les premiers dosages d'amidon du bois ont été réalisés à PEM. Des applications 
fréquentes de SEG entraîneraient une baisse de la teneur en amidon du bois. Cela devra être 
confirmé par des analyses en plus grand nombre. 
Tableau 7: Comparaison des productions obtenues avec la stimulation à l'Ethrel et la SEG, 
influence de la fréquence de stimulation, PEM, clone PB 235 (6 mois de campagne 2003-2004) 
Trait Système d'exploitation Qtédegaz Année 2002-03 Année 2003-04 Cu
mul 02-04 
(glan) gia %Tl gia %Tl gia %Tl 
Tl Y:zS d/4 Et 2,5% Pa l(l) 6/y 0,023 2341 b 100 1830 a lOO 4171 lOO 
T2 Y:zS d/6 Et 2,5 % Pa 1 (l) 13/y 0,050 2056c 88 1331 b 73 3387 87 
TI Y:zS d/6 SEG PFR50 60 Psi 13/y 2,88 2653 a 113 1631 ab 89 4284 103 
T4 Y:zS d/6 SEG PFR50 60 Psi 20/y 4,49 2684a 115 1612 ab 88 4296 103 
T5 Y:zS d/6 SEG PFR50 60 Psi 40/y 8,96 2771 a 118 1600 ab 87 4371 105 
T6 Y.S d/6 SEG PFR50 60 Psi 13/y 2,88 - - 1459 ab 80 - -
TI Y.S d/6 SEG PFR50 60 Psi 20/y 4,49 - - 1878 ab 103 - -
T8 Y.S d/6 SEG PFR50 60 Psi 40/y 8,96 - - 1665 ab 91 - -
T9 Y.S d/6 SEG G600 60 Psi 3/y 8,12 - - 1555 ab 85 -
. ' 
.. 
* les chlffies affectés d' une lettre differente sont stgnificatlvement différents du pomt de vu statistique ( P< 0.05) 
Dans le cas particulier du PB 235 à PEM, lors de la campagne 2003-2004, la SEG permet 
d'obtenir en Yz S d/6 (T3 à T5) des productions proches de 90 % de celle du traitement témoin 
(Tl) exploité en Yz S d/4 avec stimulation conventionnelle à l'éthéphon. C'est un résultat inférieur 
à celui de l'année précédente en raison des défectuosités du dispositif de diffusion du gaz (fuites). 
Tableau 8: Comparaison des productions obtenues avec la stimulation à l'Ethrel et la SEG, 
influence de la fréquence de stimulation, PEM, clone PB 217(6 mois de campagne 2003-2004) 
Trait Système d'exploitation Qtédegaz Année 2003-03 Année
 2003-04 Cumul 02-04 
(glan) r)a %Tl gia %Tl r)a %Tl 
Tl Y:zS d/4 Et2,5% Pa l{l) 13/y 0,051 4671 a 100 2617 ab lOO 7319 ab lOO 
T2 Y:zS d/6 Et 2,5 % Pa 1 (l) 25/y 0,10 3751 b 80 2102 b 80 5853 b 80 
T3 Y:zS d/6 SEG PFR50 60 Psi 13/y 2,88 4032 b 86 2412 ab 92 6644 ab 88 
T4 Y:zS d/6 SEG PFR50 60 Psi 20/y 4,49 4835 a 104 2803 a 107 7638 a 104 
T5 Y:zS d/6 SEG PFR50 60 Psi 40/y 8,96 4711 a 101 2700 ab 103 7411 ab lOI 
T6 Y.S d/6 SEG PFR50 60 Psi 13/y 2,88 2335 ab 89 
TI Y.S d/6 SEG PFR50 60 Psi 20/y 4,49 2629 ab lOO 
T8 Y.S d/6 SEG PFR50 60 Psi 40/y 8,96 2418 ab 92 
T9 Y.S d/6 SEG G600 60 Psi 3/y 8,12 2190 ab 84 
* les chiffres affectés d'une lettre différente sont stgnificatlvement différente du pomt de vu statistique ( P< 0.05) 
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Tableau 9: Comparaison des productions obtenues avec la stimulation à l'Ethrel et la SEG en 
fonction de la fréquence de stimulation gazeuse et de la longueur de l'encoche, SOGB, campagne 
2003-2004 
PB 314• PB2l7 .. 
Trait Système d'exploitation Qté de gaz (glan) gia %Tl f!/a %Tl 
Tl Y2S d/4 Et 2,5% Pa l(l) 3/y• 13/•y 0,012* 0,051** 4997 ab 100 1907 abc lOO 
T2 Y2S d/6 Et 2,5 % Pa 1 {l) 13/y• 26/yu 0,050* 0,10** 4672ab 93 1535 c 81 
T3 Y2S d/6 SEG PFR50 60 Psi 13/y 2,88 4872 ab 98 1947 abc 102 
T4 Y2S d/6 SEG PFR50 60 Psi 20/y 4,49 5564 a lll 2199 a 115 
T5 YzS d/6 SEG PFR50 60 Psi 40/y 8,96 5110 ab 102 2023 ab 106 
T6 Y.S d/6 SEG PFR50 60 Psi 13/y 2,88 4612b 92 1675 be 88 
T7 Y.S d/6 SEG PFR50 60 Psi 20/y 4,49 4860ab 97 1578 be 83 
T8 Y.S d/6 SEG PFR50 60 Psi 40/y 8,% 4522 b 90 l709b 90 
T9 Y.S d/6 SEG G600 60 Psi 3/y 3 m 8,12 4477b 90 1542 be 81 
• les chiffres affectés d'une lettre dtfférente sont stgnificatwement différente du point de vu statistique ( P< 0.05) 
Le clone PB 314 de la SOGB est un cas particulier. Les productions de la Yz S ET 2,5 % 13/y 
obtenues en 1ère année sont très élevées, en moyenne à plus de 4 kg/alan de caoutchouc sec. Elles 
sont équivalentes à celle du témoin d/4 ET 2,5% 3/y. 
En règle générale les productions de la Y. S sont inférieures à celles des autres traitements en 
raison de la réduction de la longueur de l'encoche. 
ID.4.1.3. Discussion des résultats de production 
Par comparaison avec la saigné inversée en Y. S d/4 stimulée à l'éthéphon, la Y. S d/6 SEG donne 
une production améliorée. 
Chez les arbres plus jeunes, exploités en saignée descendante, la SEG peut compenser la 
réduction de la fréquence de saignée lorsque les arbres sont exploités en YzS en combinant 
volume, pression et fréquence d'apport en gaz. La durabilité de ces protocoles devra être vérifiée. 
A partir de ces résultats, il est convenu que l'objectif principal de la SEG reste la réduction de la 
fréquence de saignée. n semble plus logique de travailler sur la valorisation de la production à 
chaque saignée (vidange des laticifères) avec des saignées en YzS descendantes et Y.S inversées. 
ID.4.2. La réaction de l'écorce 
L'écorce des arbres traités avec la SEG présente des fissurations que l'on n'observe pas lors de la 
stimulation à l'éthéphon. Ces craquelures sont néanmoins superficielles, sans contamination 
fongique. Ces modifications de l'aspect de l'écorce touchent aussi bien le panneau bas que le 
panneau haut et sont orientées longitudinalement depuis l'emplacement du diffuseur. Une forte 
production de liège sur une surface relativement importante peut atteindre toute la largeur du 
panneau, sur une hauteur de 80 cm environ au-dessus ou au-dessous de l'encoche de saignée. 
Cette formation de liège spectaculaire, dans la partie externe de l'écorce, ne semble pas modifier 
la régénération de la partie interne comprenant le phloème et les laticifères. Les fissures 
observées sont superficielles. La formation de liège en dessous de l'écorce éliminée s'étend bien 
au-delà du point de diffusion (opercule). Dans cette zone, le tissu laticifère reste sain. A ce jour, 
aucune nécrose d'écore n'est apparue. Le clone GT 1 semble réagir différemment. L'écorce ne 
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produit que très peu de liège. Les modifications d'écorce sont limitées à une zone concentrique 
autour de chaque point de diffusion. Au-dessous, le tissu est sain. 
Le tissu superficiel éliminé par les desquamations est bien régénéré. Des observations faites un 
an après traitement à la SEG montrent que l'écorce est saine, sans nécrose et produit du latex. 
ID.4.3. Bilan sur le comportement des équipements G600 
Le procédé a montré ses limites non seulement sur son emploi mais aussi sur sa qualité de 
conception. L'emploi des G600 ou des PFR50 a montré que le facteur limitant de l'efficacité de 
la SEG peut être, après un an d'expérience, la fiabilité de d'équipement. Les défectuosités sont 
plus importantes à PEM (Brésil). Les conditions climatiques: ensoleillement, variations de 
température sont sans doute à l'origine de la dégradation du bouchon vissant en plastique. 
L'étanchéité est alors perdue et les résultats de production sont hétérogènes, particulièrement 
dans les essais de pression initiale, à petite échelle. Si les hautes fréquences de recharge des 
PFR50 compensent relativement mieux cette défectuosité, le G600 avec des cycles de recharges 
bien plus réduits, semble perdre de son efficacité relative. 
Pour quantifier ces pertes de gaz, des mesures de pression de gaz seront effectués dans les 72 
heures suivant la recharge. Chaque mois un contrôle de pression interne sera réalisé avant chaque 
déplacement d'opercule afin de quantifier la consommation ou perte de gaz sur chaque 
équipement en place. 
Il est impossible de contrôler le débit de sortie du gaz après recharge à 60 psi dans le G600. On 
ne maîtrise donc pas la quantité de gaz mise à disposition de l'écorce, en raison de la simplicité 
du mécanisme de diffusion. Le dispositif est très sommaire (photo 1 ), constitué d'un tuyau 
métallique pincé et rempli de plâtre, jouant le rôle de réducteur. Sans un mécanisme de contrôle 
du débit, la réaction de l'arbre à la SEG est directement dépendante de la pression. Cela est 
valable pour les PFR50. 
Photo 1 : Système SEG GM600 (A) avec dispositif de frein de charge démonté (B) 
Le gaz sous pression crée une situation de stimulation très intense au début de la décharge, 
décroissante en intensité ensuite. Les quantités de gaz diffusées sont très importantes, et des 
pertes abondantes sont quasiment évidentes : on est donc confronté à une efficacité du gaz 
relativement faible. La production en latex est directement tributaire de cette pression comme 
l'ont montré les essais de fréquence de stimulation. 
On ne se trouve donc pas dans un cas de stimulation continue à débit constant et ni dans un cas 
d'écoulement continu. Le concept de la stimulation gazeuse doit être réorienté vers un modèle de 
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stimulation mieux contrôlé (pression, débit, durée) afin d'obtenir une très forte production à 
chaque saignée en d/6 par une grande exportation de latex. 
m.4.4. Première approche de la rentabilité de la SEG 
A partir des chiffres fournis par les sociétés de plantation, une première estimation de la marge 
brute a été réalisée afin de comparer la rentabilité de la SEG à la stimulation conventionnelle 
(Tableau 10). 
La marge brute par hectare obtenue avec la d/6 SEG, est égale ou supérieure à celle du témoin 
d/4 à la condition que la production relative par arbre et par saignée atteigne au moins les 200 %. 
C'est le cas du Nigéria. A Béréby, seule la SEG à 20 psi approche la rentabilité obtenue avec la 
stimulation conventionnelle. A PMB, la SEG peut être rentable en comparaison du système de 
saignée conventionnel. C'est vrai surtout pour la SEG à 60 psi avec seulement 3 passages pour 
recharge dans l'année. Ce sont aussi les fortes productions à l'arbre qui assurent ce résultat. A 
PEM, la SEG en d/6 obtient une marge brute plus faible par rapport à la stimulation 
conventionnelle en d/4, à production égale à l'arbre. 
Le coût de la main d'œuvre par rapport au prix de revient du gaz conditionne la rentabilité de la 
SEG. Ce rapport est défavorable aux pays africains chez lesquels le coût du gaz pénalise la 
rentabilité de la SEG. Au Brésil, c'est l'inverse, le coût de la main d'œuvre est élevé et le prix de 
revient du gaz est beaucoup plus bas qu'en Afrique. En conséquence, les gains sur le coût du 
travail sont relativement plus réduits en Afrique qu'au Brésil. 
Tableau 10: Calcul de rentabilité de la SEG en comparaison de la stimulation à l'éthéphon. 
NIGERIA (Nain.) BONGO(CFA) BEREBY (CFA) 
60psi 40psi 20psi ET 51"/o 60psi 40psi 20psi ET 5,./o 60psi 40psi 20psi 
3/y 4/y 8/y Hl/y 3/y 4/y 8/y 10/y 60psi3/y 40psi4/y 20psi8/y 
GIAIS 212 223 220 103 163 167 150 97 222 236 270 
%du témoin 206 217 214 lOO 168 172 155 lOO 152 162 185 
Qté gaz /a/seg (g) 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 
kg gaz/an 28 25 25 0 32 29 29 0 32 29 29 
CoOt ga:zla/ an 193 171 171 0 502 446 446 0 502 446 446 
Marge brute 1 ha 228 537 240172 236485 214 786 759 701 804409 692083 983 754 1 142 581 1244 828 1439908 
%dut&aoia 106 lU no 100 77 82 70 100 74 81 93 
Kg caout/saigfj 141 145 143 67 122 125 113 73 167 177 203 
%du témoin 212 218 215 lOO 168 172 155 lOO 152 162 185 
N € CFA € CFA € 
CoOt ga:zlKg 21424 134,97 69724 106,29 69724 106,29 
CoOtETIKg 1350 8,51 1 875 2,86 1875 2,86 
CoOt saigneurlj 622 3,92 2308 3,52 2308 3,52 
771 4,86 3254 4,96 3254 4,96 
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ET 51"/e 
6/y 
146 
100 
0 
0 
0 
1 545 501 
lOO 
110 
100 
PEM(RS) PMB(RS) 
60psi 40psi 20psi ET5,../e 60psi 40psi 20psi ET 51"/o 
3/y 4/y 8/y 6ly 3/y 4/y 8/y 7/y 
GINS 97 101 99 68 166 142 142 84 
%du témoin 143 149 146 100 197 168 168 100 
Qté gaz /alseg (g) 3 2 1 0 3 2 1 0 
kg gaz/an 38 33 33 0 38 33 33 0 
Coût gaz/al an 0,32 0,29 0,29 0 0,32 0,29 0,29 0,00 
Marge brute 1 ba 1348 1433 1327 1939 2962 2426 2364 2637 
%du timoio 70 74 68 100 112 92 90 100 
Kg caout/saig!j 84 88 86 59 144 124 124 73 
%du témoin 1421 1481 1461 100 1971 1691 1691 100 
RS € RS € 
Coût gaz/Kg 45 12,79 45 12,79 
Coût ET/Kg 68,5 19,47 68,5 19,47 
Coût saigneur/j 27,65 7,86 27,65 7,86 
Coût superviseur/j 60 17,06 60 17,06 
m.s. Conclusion des essais de production 
Par comparaison avec la saigné inversée en Y. S d/4 stimulée à l'éthéphon, la Y. S d/6 SEG donne 
une production améliorée. 
Chez les arbres plus jeunes, exploités en saignée descendante, la SEG peut compenser la 
réduction de la fréquence de saignée lorsque les arbres sont exploités en Y2S en combinant 
volume, pression et fréquence d'apport en gaz. La durabilité de ces protocoles devra être vérifiée. 
Le concept encoche courte- écoulement prolongé n'est pas adapté à la SEG. ll paraît logique de 
concentrer les efforts sur la mise au point d'une SEG efficace en d/6 sur la Y. S inversée et la Y2 S 
descendante afin de favoriser l'exportation de latex à chaque saignée. 
La SEG pratiquée avec le G600 60 psi en décharge continue sur trois mois pose deux problèmes: 
(i) l'altération des écorces (fissures, desquamations, déformations) avec production de liège qui 
impose le déplacement mensuel du diffuseur, (ii) les fuites de gaz au niveau du dispositif de 
sortie du gaz. La décharge théoriquement continue sur trois mois se traduit en fait par un apport 
massif de gaz juste après la recharge sans doute traumatisante pour les tissus de l'écorce et 
occasionnant des pertes importantes en éthylène. En conséquence, la répartition du gaz au cours 
du temps est très irrégulière. 
Pour le moment, à production égale, la SEG utilisant l'équipement G600 semble difficilement 
rentable. ll est nécessaire d'obtenir une forte productivité à l'arbre pour compenser le coût de 
l'équipement d'une part et les fortes consommations de gaz employées avec le système G600 qui 
a montré des défectuosités au cours de l'expérimentation. Le prix du gaz est à prendre en compte 
comme facteur limitant. C'est lui qui pénalise le plus la rentabilité de la SEG en Afrique. 
m.6. Les perspectives 
Le Comité Technique qui s'est tenu à la SOGB, Grand-Béréby, le 20 octobre 2004 a proposé une 
suite au projet SEG. Deux actions ont été retenues. 
La première action consistera à vérifier l'efficacité de la SEG à plus grande échelle en disposant 
d'un équipement plus fiable que le G600 employé jusqu'à maintenant, afin de valider la SEG sur 
la saignée en Y. S inversée d/6. 
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La deuxième action portera sur le maintien d'un effort de recherche afin d'estimer la quantité 
annuelle de gaz juste suffisante pour améliorer la productivité des arbres, déterminer la juste 
répartition des recharges en gaz dans l'année (stimulation en continu ou discontinue, stimulation 
concentrée ou répartie). L'économie de gaz serait significative. En conséquence, la rentabilité de 
la SEG devrait être significativement améliorée. 
ID.6.1. Validation de la SEG à grande échelle 
On a démontré que les productions des traitements ne sont pas statistiquement différentes pour 
des pressions entre 60, 40 et 20 psi de gaz éthylène dans une bouteille d'un volume de 600 ml, 
dans la mesure où on compense la réduction de la pression initiale en gaz dans la bouteille par 
l'augmentation de la fréquence de rechargement 
La consommation annuelle en gaz serait théoriquement très voisine si les bouteilles se vidaient 
complètement. Hors, la pression restante dans les bouteilles 60 psi est environ de 15 psi après 3 
mois, très certainement en raison du rôle joué par le frein tube/plâtre (Fig 2A). Si on applique 
cette règle aux bouteilles chargées à 20 psi, la consommation annuelle de gaz est très fortement 
diminuée (Tableau 11). 
Tableau 11: Consommation théorique de gaz sur 300 jours 
Cette consommation est calculée en faisant la différence entre la différence de pression initiale 
(recharge) et la pression restante avant la recharge suivante. A partir de la courbe de la courbe 
d'évolution de la pression à 60 psi, (Fig 2A) on estime la baisse de pression jusqu'à 15 psi pour 
des charges de 40 et 20 psi. La consommation réelle serait donc de : 
o 60 psi -15 psi = 45 psi pour une charge initiale de 60 psi, 
o 40 psi - 15 psi = 25 psi pour une charge initiale de 40 psi, 
o 20 psi - 15 psi = 5 psi pour une charge initiale de 20 psi. 
La figure 28 montre que pour 60 psi il faut 90 jours, pour 40 psi, 60 jours et pour 20 psi, 30 
JOurs. 
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Figure 2A et 2B: Evolution des pressions dans le conteneur G600 en fonction du temps 
L'économie de gaz est significative_ Pour des productions équivalentes, à 20 psi de charge 
initiale puis 5 psi de consommation théorique, 0,234 g de gaz par mois serait suffisant_ 
Dans le but d'améliorer la robustesse de l'équipement et la rentabilité de la SEG en contrôlant 
précisément le débit du gaz, des contacts avaient été pris avec une industrie de fabrication 
d'aérosols au Brésil. Le cahier des charges avait été discuté sur les pressions (60 psi) et le débit 
ralenti (0,25g d'éthylène par mois)- De nouveaux prototypes fabriqués par Grupo Aérogas, Sao 
Paulo (Envasamento Tecnologica de Aerogas Ltda) sont arrivés à PEM_ Le dispositif de recharge 
et de détente est intégré_ 
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Pour savoir comment utiliser ces "Aérogas" dans des essais, on procèdera à des tests d'étanchéité 
de ce nouveau matériel au laboratoire de PEM. 
Photo 2: Prototype "Aérogas" 
1 ! .. œÜDWJE ,..... . 
~-l<'r.-·· . 
On devra vérifier : 
le maintien de la pression de charge maximale souhaitée (60 psi), 
la cinétique de décharge avec le débit de 0,25g par mois. 
Si on dispose d'un conteneur de 600 ml chargé à 60 psi soit 2,5 g de gaz, muni d'un frein à la 
diffusion permettant de relâcher 0,25 g de gaz par mois, il suffit d'une seule recharge en gaz au 
début de la campagne de saignée. En comparaison du G600 60 psi 3/y 3m, ce mode de SEG 
devient intéressant avec : 
une seule recharge de gaz par an, 
consommation de gaz très réduite, 
moins de stress aux écorces, 
rentabilité économique améliorée (?). 
Dans le but de valider rapidement la SEG en '14 S d/6 inversée, le Comité Technique propose de 
tester ce prototype "Aerogas" sur deux sites à Bongo (SAPH) et à PEM (Michelin). 
Cette décision implique la mise en place d'un dispositif d'essai simple avec 2 traitements. 
Tl: '14 S inversée d/4 ET 5% 12/y (rn); 
T2: '14 S inversée d/6 SEG "Aérogas" 600 ml 60 psi 1/y, 1 seule recharge par an, soit 2,5 
g d'éthylène par arbre, débit de 0,25 g d'éthylène par arbre et par mois sur 10 mois de 
production, déplacement mensuel de l'opercule. 
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CPN-Michelin (E. Cavaloc) est en contact avec la compagnie Grupo Aérogas, Sao Paulo 
(Envasamento Tecnologica de Aerogas Ltda) pour faire préciser le prix de revient de 
l'équipement (- de 1 € ?) et le coût de transport en Côte d'Ivoire. 
Priorité est donnée à la mise en place de cet essai pour mars 2005. Aérogas devra s'assurer de la 
qualité des équipements fabriqués. 
ID.6.2. Poursuite de l'expérimentation agronomique et innovation technique 
ID.6.2.1. Les essais en champ 
Le Comité Technique propose que les expérimentations SEG continuent avec l'équipement 
actuel G 600. 
Expérimentation à moyenne échelle 
Suite à la restructuration de PMB, seul l'essai PMB SEG 02 (FX 3864) sera poursuivi. Les essais 
PMB SEG 05 (FX 3864) et PMB SEG 06 (FX 4098) sont arrêtés. 
Les modifications suivantes ont été proposées sur PMB SEG 02 : 
TO, V.. S d/4 inversée ET 5 % 1 0/y ; 
Tl, ~ S d/6 descendante SEG G600 60 psi 3/y; 
T3, V.. S d/6 inversée SEG G600 60 psi 3/y ; 
T6, V.. S d/6 inversée SEG G600 20 psi 9/y. 
Le traitement Tl donnera les résultats sur l'usage de la SEG appliquée sur écorce régénérée. 
Les traitements D et T6 seront en quatrième année de SEG G600. Le nouveau protocole a été 
mis en place en septembre 2004. 
Essais en ~ S inversée d/4, d/5 et d/6 
Les quatre essais à moyenne échelle (PEM SEG42, SOGB MEOl, BG ME01, OR STIM05) sur 
la Y. S inversée continueront pour apprécier, sur le long terme, l'évolution des productions en 
d/4, et d/6 et les altérations d'écorce sous SEG. 
Au Nigéria, OR, l'essai est en 3ème année de V.. S inversée. A Bongo, après deux années de 
saignée en Y. S inversée, la saignée est effectuée en ~ S descendante sur écorce régénérée, selon 
le schéma de conduite de panneau de la SAPH (campagne 04-05). On sera en mesure d'apprécier 
la SEG sur écorce régénérée. Le même schéma de conduite de panneau est suivi à PEM sur 
l'essai SEG 42 pour la campagne septembre 2004 - août 2005. A SOGB, l'essai est en 2ème 
année. 
Considérant les taux de défectuosités des G600 sur l'ensemble des sites il a été décidé de réduire 
le nombre de traitements sous SEG afin de disposer suffisamment de G600 en bon état. Pour 
cela, les traitements d/5 ET, d/5 SEG et d/6 SEG 40 psi sont éliminés. 
Les équipements en place et ceux récupérés seront testés afin de vérifier leur étanchéité. 
On espère pouvoir remplacer les G600 défectueux dans les traitements conservés ci-dessous : 
Tl: Y. S j d/4 ET 5% Pa 1(1) n/y* 
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TI: Y. S j d/4 G600 60 psi 3/y (3m) 
T5: Y. Si d/6 ET 5% Pa 1(1) n/y* 
T6: Y. S j d/6 G600 60 psi 3/y (3m) 
T8: Y. S j d/6 G600 20 psi 9/y (m) 
*: selon le clone et le site de production 
OR et BG: d/4 ET 1 0/y, d/5 ET 12/y, d/6 ET 15/y 
PEM et BY: d/4 ET 6/y, d/5 ET 9/y, d/6 ET 12/y 
Les traitements T3, T4 (d/5 SEG) et T7 (d/6 SEG 40 psi) seront toujours saignés avec la même 
fréquence de saignée et stimulés à l'Ethrel selon le protocole initial. Les productions seront 
enregistrées afin de détecter un éventuel arrière effet de la SEG sur la production ultérieure des 
arbres. Le comportement de l'écorce sera aussi vérifié. 
Ces modifications de protocole sont à mettre en place incessamment, pour continuation de la 
campagne 2004-05. 
Essais en saignée inversée d/6 
Les deux essais portant sur la saignée inversée en d/6 avec réduction de la longueur d'encoche à 
la Ys S (PEM et SOGB) sont reconvertis en Y. S afin d'estimer les effets de différentes fréquences 
de rechargement (3/y, 6/y, 9/y) avec une pression initiale en gaz abaissée à 20 psi ou 30 psi 
(pression minimale efficace). Le but est d'obtenir un effet stimulant équivalent avec un moindre 
stress de l'écorce. 
Le protocole est proposé sur le tableau 12: 
Tableau 12 : Protocole de saignée inversée d/6 
Trait Système d'exploitation gaz/alan ; qté théor. 
Tl V..Sj d/6 ET 5% Pa 1(1) 12/y 0.046 g 0.1 g 
TI V..Sj d/6 SEG 60 Psi 3/y 3 m 8,12 g 6,09 g 
T3 V..Sj d/6 SEG 30 psi 3/y 3 m 4,06 g 2,03 g 
T4 V..Sj d/6 SEG 30 psi 6/y 2 m 8,12 g 4,06 g 
T5 V..Sj d/6 SEG 20 psi 3/y 3 m 2,71 g 0,67 g 
T6 V..Sj d/6 SEG 20 psi 9/y m 8,12 g 2,03 g 
Après vérification de l'étanchéité de tous les G600 installés, il est recommandé, si nécessaire, de 
stopper les traitements T3 et T4 avec G600 30 psi afin de récupérer les équipements fiables à 
installer en remplacement de ceux défectueux dans les traitements TI, T5 et T6. On privilégie, 
fmalement, l'étude de la SEG à 20 psi. 
Ces modifications de protocoles sont à mettre en place incessamment, pour continuation de la 
campagne 2004-2005. 
Essai de pré-abattage 
L'essai de pré-abattage sera poursuivi une année supplémentaire en ~ S inversée + ~ S 
descendante à Bongo, SAPH (campagne 2004-2005). 
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Expérimentation à petite échelle 
Cette expérimentation se poursuit cette année. En 2005, seuls les essais avec les PFR50 
(stimulation à haute fréquence) continueraient Les essais avec le G600 et frein de plâtre seront 
arrêtés, pour remplacement du G600 par un éventuel prototype. 
Les essais passent en Y2S d/6 (abandon de la Y. S). Compte tenu de la diffusion dégressive du gaz 
et des pertes par fuites au niveau du dispositif de sortie, il est proposé de substituer l'équipement 
PFR50 (50ml) au G600 (600 ml) sur l'ensemble des essais à PEM. L'expérimentation entrera 
dans un processus de stimulations discontinues avec application d'une dose élémentaire de gaz et 
d'une fréquence de rechargement adaptée. Le but de cette recherche est de déterminer la quantité 
de gaz nécessaire et suffisante pour améliorer la production de latex en d/6. Des prélèvements 
d'écorce seront effectués en cours de campagne afin d'observer les effets de la stimulation 
gazeuse sur les tissus laticiîeres eux-mêmes, puis le bois et ses réserves amylacées. C'est du 
niveau des réserves et de la capacité de l'arbre à les mobiliser (amidon du bois, sucres solubles) 
que peut dépendre la réponse à la SEG. La cartographie de l'écorce par le DL renseignera sur 
l'étendue de l'aire drainée sous SEG. 
Les protocoles sont consultables dans le rapport du Comité Technique du 20 octobre 2004. 
Une connaissance plus fine du métabolisme des arbres sous SEG depuis deux ans permettrait 
d'évaluer les effets du gaz à haute dose sur le comportement de l'écorce et sur le fonctionnement 
des tissus laticifères en particulier. L'outil Diagnostique Latex devra être utilisé plus 
fréquemment pour comprendre les mécanismes du gaz sur la physiologie des cellules laticifères: 
activation du métabolisme producteur, vieillissement des cellules, etc ... La cartographie du DL 
devra être employé pour rendre compte des effets du gaz sur l'aire drainée et au-delà afin 
d'évaluer la zone d'influence du gaz éthylène. 
La question des réserves du tronc (amidon du bois) devient importante dans l'hypothèse de 
l'utilisation de la SEG sur le long terme. Les dosages d'amidon du bois permettront de 
commencer à répondre à cette problématique. 
11.6.2. 2. Innovation et partenariat technique 
En parallèle des tests agronomiques, l'amélioration technique du système SEG est une priorité. 
Un travail d'ingénierie a pour objectif de connaître avec plus de précision la quantité de gaz 
suffisante pour activer la production de caoutchouc et l'adapter aux caractéristiques clonales 
(physiologie et potentiel de production des clones) et d'arriver à mettre au point un système SEG 
économiquement rentable. 
Des propositions de travail sont faites pour la deuxième phase d'approfondissement des 
recherches. 
Le débit de sortie du gaz comprimé est directement lié à la pression interne dans le conteneur. 
Afin de maîtriser le débit et d'estimer les quantités de gaz nécessaires et suffisantes pour obtenir 
une production rentable en d/6, il serait nécessaire de travailler à pression constante par l'emploi 
d'un détendeur intégré au dispositif. Le détendeur assure une pression de sortie constante. Une 
vanne permettra de contrôler les temps de diffusion. Cet équipement présente le grave 
inconvénient d'être coûteux en raison du coût du mini-détendeur. Cependant il est envisageable 
de l'utiliser en expérimentation à petite échelle. 
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Un nouveau type de prototype à débit régulé est proposé. Plusieurs paramètres seront contrôlés : 
le volume du conteneur, 
la pression initiale dans le conteneur qui représente la quantité théorique de gaz 
disponible, 
la vitesse de sortie du gaz au travers d'une membrane microporeuse calibrée ou d'un 
détendeur intégré, 
le temps de diffusion à l'aide de la vanne. 
Le but est d'estimer plus fidèlement la quantité de gaz juste nécessaire pour stimuler la 
production en saignée hebdomadaire. 
Des contacts ont été pris avec des entreprises de prototypage puis de développement de système 
diffusant du gaz comprimé à basse pression. Une demande de soutien financier auprès de 
1' ANV AR est en cours. La valorisation de cette innovation nécessitera une réunion du Comité 
de Pilotage afin de valoriser au mieux les intérêts de chacun. 
Le Comité Technique propose l'étude de la diffusion continue et discontinue du gaz. 
ID.7. Conclusion générale 
Par comparaison avec la saigné inversée en Y. S d/4 simulée à l'éthéphon, la Y. S d/6 SEG donne 
une production améliorée. 
Chez les arbres plus jeunes, exploités en saignée descendante, la SEG peut compenser la 
réduction de la fréquence de saignée lorsque les arbres sont exploités en !IlS en combinant 
volume, pression et fréquence d'apport en gaz. La durabilité de ces protocoles devra être vérifiée. 
La SEG pratiquée avec le G600 60 psi en décharge continue sur trois mois pose deux 
problèmes : 
a) l'altération des écorces (fissures, desquamations, déformations) avec production de liège 
qui impose le déplacement mensuel du diffuseur, 
b) les fuites de gaz au niveau du dispositif de sortie du gaz. La décharge théoriquement 
continue sur trois mois se traduit en fait par un apport massif de gaz juste après la 
recharge sans doute traumatisante pour les tissus de l'écorce et occasionnant des pertes 
importantes en éthylène. En conséquence, la répartition du gaz au cours du temps est très 
irrégulière. 
Le concept encoche courte- écoulement prolongé n'est pas adapté à la SEG G600. ll paraît 
logique de concentrer les efforts sur la mise au point d'une SEG efficace en d/6 sur la Y. S 
inversée et la !tl S descendante afm de favoriser l'exportation de latex à chaque saignée. 
ll convient de poursuivre la comparaison des clones à métabolisme contrasté et de vérifier les 
capacités des arbres à mobiliser leurs réserves en réponse à la SEG : localisation des réserves et 
leur mobilisation (amidon du bois), statut physiologique des laticifères (DL et LEM), état des 
écorces sous SEG (histologie). 
Une première simulation de la rentabilité de la SEG sur les cultures exploitées en Y.S inversée a 
été réalisée en collaboration avec les services de la SAPH, SOGB et de Michelin sur les essais 
SEG les plus anciens. La réduction de coûts de main d'œuvre par diminution des jours de saignée 
est le facteur décisif tout particulièrement au Brésil. La SEG est rentable à PMB en raison des 
fortes productions à l'arbre et par saignée. En revanche, dans les conditions de PEM, pour une 
production équivalente à l'hectare, la SEG est moins bien rentable que la stimulation 
conventionnelle. Si en Afrique, le coût du gaz est prohibitif, il n'en reste pas moins que sur des 
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arbres âgés, comme ceux du clone GT 1 au Nigéria, le calcul de la marge brute est favorable à la 
SEG. Ce sont les très fortes productions par arbre et par saignée en d/6 qui assurent ce résultat A 
Bongo le seuil de rentabilité de la stimulation à l'éthéphon n'est pas atteint. Le gain de production 
par saignée n'est pas suffisant pour rentabiliser la SEG. En comparaison du Brésil, le coût de la 
main d'œuvre est nettement plus faible; la rentabilité de la SEG devient encore plus difficile à 
atteindre. On obtient le même résultat à Béréby. 
Les raisons théoriques de la supériorité de la SEG restent à préciser : applications de doses 
massives ou de doses réduites en continue, recherche des zones d'écorce à fort potentiel de 
production par exemple. 
On propose d'orienter la deuxième phase de la convention sur 2 axes principaux: 
- premier axe : validation de la SEG à l'échelle pré-industrielle. L'objectif est de mettre 
au point un prototype de diffusion de gaz dans l'arbre fiable et de conception simple. 
Deux essais de validation de la SEG seront mis en place pour conception d'un 
équipement répondant aux normes définies par l'expérimentation. 
deuxième axe : effort de recherche maintenu. Des études plus prectses seront 
entreprises sur les mécanismes d'action du gaz afin de déterminer les doses et 
fréquences d'apport en gaz nécessaires et suffisantes pour augmenter le potentiel de 
production en d/6, puis de développer le type d'équipement le plus adapté. 
Les essais en place sont continués avec modification des protocoles pour vérifier la durabilité de 
l'action de la SEG 
L'enjeu est de mettre au point quelques prototypes dont on contrôle la diffusion de l'éthylène. Le 
but est de maîtriser la consommation de gaz afin d'estimer la quantité juste nécessaire pour 
obtenir une production de caoutchouc à l'arbre rentabilisant la SEG. 
IV. Activités de recherche sur les Loranthaceae 
Nous relatons dans ce chapitre les informations sur les activités de recherche que mène Monsieur 
OBIANG Nestor, chercheur du Centre d'Appui Technique à l'Hévéaculture (CATH) au Gabon 
dans le cadre de sa thèse dirigée par le professeur Sallé de l'université Pierre et Marie Curie -
Paris 6. L'IFC a été sollicité pour participer au co-financement de cette thèse suite au 
désengagement de l'ambassade de France à Libreville. 
IV.l. Objectif 
Les objectifs du travail prescrit dans le cadre de la thèse de Monsieur Obiang sont 
- Identification des différentes espèces présentes sur les hévéas mais également sur 
d'autres essences gabonaises 
- Sensibilité clonale 
- Impact des Loranthaceae sur la production et la qualité du caoutchouc 
- Proposition des méthodes de lutte 
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IV.2. Résultats partiels 
• Identification des différentes espèces de Loranthaceae au Gabon 
Neuf espèces de Loranthaceae ont déjà été identifiées (Tapinanthus ogowensis, 
Helixanthera manni, Globimetula braunii, Agelanthus dichrous, A. djurensis, A. brunneus, 
Phragmanthera capitata, P. longijlora, P. usuiensis). 
Deux espèces parasitent principalement les hévéas (P. capitata et G. brauniz) avec une 
forte prépondérance de P. capitata. Les autres espèces se rencontrent le plus souvent sur le 
cacaoyer, avocatier et agrumes. 
• Sensibilité clonale 
Les relevés déjà effectués sur différents blocs (plus de 15 000 arbres) montrent que les 
hévéas de la plantation industrielle de Mitzic ont atteint un niveau de parasitisme élevé (tableau 
1). 
Tableau 1.- Degré d'infestation des blocs observés. 
blocs clones observés sains infestés Très infestés Total infesté 
110 GTI 1091 193 (18%) 502 (46%) 396 (36%) 898 (82%) 
3/1 PB235 1733 269 (16%) 788 (45%) 678 (39%) 1464 (84%) 
4/2 AYROS 1606 205 (13%) 403 (25%) 998 (62%) 1401 (87%) 
5/12 PR261 3448 1773 (52%) 1214 (35%) 461 (13%) 1675 (48%) 
7/5 PB260 736 590 (800/o) 143 (19%) 3 (0%) 146 (200/o) 
3/9 RRIM 1009 639 (64%) 337 (33%) 33 (0.3%) 370 (36%) 
Ce tableau montre que tous les clones ne se comportent de la même façon vis-à-vis du 
parasite. L'analyse factorielle des correspondances (AFC) effectuée sur deux échantillons 
(plantation industrielle et plantations villageoises) met en évidence la sensibilité de certains 
clones: A VROS 2037, GTI, PB 235 et la tolérance d'autres: PB 260, RRIM 600 (Figure 1). 
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Figure! :Analyse Factorielle des Correspondances (AFC)- Sensibilité clonale de la 
plantation industrielle de Mitzic 
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D'autres observations mettant en relief la tolérance de PB 260 aux parasites ont été 
effectuées en plantations villageoises (Figure 2). 
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Figure 2 : Analyse Factorielle des Correspondances (AFC)- Situation des plantations 
villageoises 
G) 
t 
Q) 
c 
'0 
~ 0 
0 
0 
GO 
~ 
m 
0 
<0 
'<f" 
0 
~ 
a. 
0 
..... 
a.. 
..... 
::::J 
Q) 
(ii 
> 
ë-.i 
c 
0 
ëii 
c 
Q) 
E 
ë5 
0,5 
0,4 
0,3 
0,2 
0,1 
0,0 
-0,1 
-0,2 
-0,3 
-0,4 
PV1M07GT1 
01M2GT1 
0 
Très Infestés 
• 
M05GT1 
0 
PVM07PB260 
0 
S~s 
-0,5~--~--~----~--~--~----~--~--~----~--~--~----~--~ 
-1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 
Dimension 1; Valeur Propre : ,63170 (93,20 % d'Inertie) 
L'analyse factorielle des correspondances est justifiée par le test du Chi 2 qui rejette 
l'hypothèse d'une répartition aléatoire des individus entre les lignes et les colonnes des tableaux 
avec un risque d'erreur négligeable (inférieur à 0,1% dans les deux cas). Le niveau d'infestation 
étant une variable ordinale, on attend un effet Guttman (nuages de points disposés en croissant), 
ce qui est bien ce qu'on observe. Dans ces conditions, l'axe vertical représente un axe de 
sensibilité croissante, de la droite vers la gauche, ce qui permet de classer les clones selon le 
critère suivant : 
Les clones qui sont situés à gauche de l'axe vertical sont plus sensibles, c'est le cas de 
A VROS 2037, GTI et PB 235; ceux qui sont à droite de l'axe sont moins sensibles. Les clones 
PB 260 et RRIM 600 sont plus tolérants que les autres du même échantillon, c'est à dire de la 
plantation de Mitzic où les relevés ont été effectués (Figure 1 ). 
Le clone PB 260 montre également un niveau de tolérance élevé que celui du GTI en 
plantations villageoises (Figure 2). 
En conclusion, il n'existe pas une véritable résistance des hévéas aux Loranthaceae 
comme cela a pu être établi chez couple peuplier-gui européen. Une étude anatomique des 
écorces de différents clones et le dosage des polyphénols seront effectués au laboratoire de 
Parasitologie Végétale de l'UPMC (Paris 6) afin de se prononcer sur l'implication d'éventuels 
paramètres anatomiques et chimiques dans la tolérance des clones RRIM 600 et PB 260. 
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• Contrôle de production et de qualité. 
Pour étudier la production du latex, les circonférences des arbres (sains et infestés) ont été 
mesurées. Les résultats montrent que les arbres parasités ont les diamètres plus importants que 
les sains. Cette étude ne montre pas d' effet significatif des Loranthaceae sur la production du 
latex (à confirmer ou infirmer après test statistique, analyse des covariances, en France). 
Cependant, les Loranthaceae semblent augmenter les propriétés physiques du caoutchouc de 
certains clones, notamment le RRIM 600 (tableau 2), ceci reste à confirmer à la fin de l' étude. 
Tableau 2. - Propriétés physiques du RRIM 600 
RRIM sains 
RRIM infestés 
observations 
stoqués, usinés 
et séchés 3 
caoutchouc hors norme. 
éch = échantillon. 
Po =plasticité initiale. 
PRI = indice de rétension de la plasticité. 
VM = viscosité Money 
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IV .3. Conclusion et perspectives 
Ce travail ce poursuivra au laboratoire de parasitologie végétale de l'Université Pierre et Marie 
Curie à partir de février 2005 afin d'exploiter les résultats obtenus sur le terrain et de réaliser les 
observations structurales sur les parasites considérés. Un rapport complet sera adressé, courant 
avril2005, à l'Institut Français du Caoutchouc. 
V. Traitement des archives de l'institut français du caoutchouc 
V.l. Origine du projet 
En 2002, l'Institut Français du Caoutchouc ayant émis le souhait d'engager le traitement de ses 
archives, la Cellule d'archivage du Cirad (devenue Service des archives depuis 2004) a été 
contactée pour établir un état des lieux et faire des propositions d'action. 
Les documents d'archives produits par l'IFC n'entrent pas directement dans le champ de 
compétence de la Direction des Archives de France. Mais, en raison de l'histoire commune de 
l'IFC et de l'IRCA, institut absorbé par le Cirad en 1984, et de la parenté des activités des deux 
instituts tout au long de leur existence, les fonds issus de l'IFC sont presque indissociables de 
ceux déjà versés aux Archives nationales à Fontainebleau 
V.2. Etat des lieux et propositions d'action 
En février 2002, un repérage des fonds a été effectué par Y ann Combot et des pistes d'action ont 
été proposées à l' IFC : 
Leur volume a été évalué à environ 250ml, et compte-tenu de leur diversité, tant par leur nature 
que par leur provenance, il était proposé comme étapes dans leur traitement : 
d'inventorier tous les gisements identifiés dans les locaux, 
de séparer la documentation des archives proprement dites ; 
de rétablir l'appartenance des fonds aux institutions dont ils provenaient; 
de statuer sur la destination des documents. 
Pour ce travail, il a été proposé à l'IFC d'embaucher des stagiaires archivistes pendant plusieurs 
mois, le Service des archives se chargeant de les recruter et d'encadrer leur travail. Mais il a été 
impossible en 2003 et en 2004 de trouver des candidats intéressés pas ce travail, via les réseaux 
professionnels. 
De nouvelles propositions ont été faites à l'IFC: 
traiter en priorité les archives strictement IFC, en recrutant en CDD un archiviste 
fraîchement diplômé, plus autonome, et dont l'encadrement serait moins lourd pour le 
Service des archives : soit un volume de 120ml. 
traiter les collections documentaires dans un deuxième temps (en 2005), simple travail de 
reclassement et de rangement ne nécessitant pas de compétences archivistiques : soit un 
volume de 80ml. 
L'IFC a donné son accord en septembre 2004 sur ces propositions et leur financement dans le 
cadre de la convention IFC/Cirad. 
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V .3. Bilan du traitement des archives strictement IFC en 2004 
Recrutement du vacataire 
Afin que le projet soit financé sur la convention IFC/CIRAD 2004, le Cirad a fait le choix de 
s'adresser à une agence d'intérim, Manpower, ce qui permettait d'accélérer le processus de 
recrutement Y ann Combot a diffusé une annonce sur les forums du réseau des archivistes, 5 
candidats ont été rencontrés, et notre choix s'est porté sur Emeline Coudriau, qui a démarré son 
travaille 25 octobre 2004. 
Mise en marche du travail 
Avec l'appui de l'IFC (Madame Bernier) Yann Combot a organisé son installation, afin qu'elle 
soit mise dans des conditions optimales pour réaliser sa mission : réservation de la salle 
bibliothèque pour le tri et le classement des archives, affectation d'un bureau, mise à disposition 
d'un micro portable et du matériel (fournitures et boîtes archives) par le Service des archives. 
L'encadrement et le suivi du travail archivistique est assuré par Yann Combot, qui se déplace 
régulièrement rue Scheffer: conseils pour l'identification des documents, orientations 
méthodologiques pour le tri et l'inventaire, mise à disposition des documents sur l'histoire des 
instituts, relecture et corrections du plan de classement, aide à la manutention des documents 
vers la bibliothèque. 
Plan de travail 
transfert des stocks de documents vers la bibliothèque, 
identification des documents, 
élaboration du plan de classement, 
reconstitution des dossiers, 
conditionnement dans les boîtes à archives, 
cotation et rangement matériel des boîtes, 
rédaction de l'inventaire de recherche, type répertoire numérique, avec une introduction 
historique sur le fonds. 
Bilan d'étape au 6 décembre 2004 
)Jo> Les stocks ont été transférés dans la salle de travail 
o .de la cave : 75 ml 
o de la bibliothèque: 7ml fermés, et 15 ml reliés 
o de l'étage: 23 ml. 
)Jo> Environ 90 ml de documents ont été identifiés pour être traités. 
)Jo> Un plan de classement en 7 grands thèmes a été élaboré. 
)Jo> Les documents identifiés ont été classés et référencés (cote générique) avec ce plan de 
classement. 
)Jo> Le référencement de ces documents est saisi sur ordinateur, pour constituer l'inventaire 
archivistique. 
)Jo> Les documents référencés sont séparés matériellement du reste du stock, mis en cartons, 
en attendant leur cotation définitive et leur rangement en boîtes à archives. 
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Les difficultés et contraintes du travail archivistique 
l'état matériel des documents, stockés depuis plusieurs années au sous-sol (liasses 
ficelées, poussiéreuses et entassées) et les difficultés pour y accéder ont nécessité plus de 
temps pour le transfert du fonds vers la salle de travail ; 
il s'agissait d'une masse de documents, sans classement logique, sous forme de dossiers 
thématiques, parfois mélangés et nécessitant de faire des rapprochements pour les 
associer logiquement selon le plan de classement élaboré pour l'inventaire; 
le travail d'identification et de référencement est par conséquent plus long que prévu; 
le conditionnement en boîtes à archives sera lui aussi plus important et plus long, compte-
tenu de l'état des dossiers, qu'il faudra rénover avant leur rangement. 
V .4. Conclusion et perspective 
La mission d'Emeline Coudriau était prévue jusqu'au 28 décembre 2004. Compte tenu des 
contraintes évoquées ci-dessus, nous envisageons de prolonger sa mission au mois de janvier 
2005. Le point sera fait mi-décembre pour évaluer le temps supplémentaire nécessaire. 
VI. Conclusion 
L'année 2004 a vu la signature de deux conventions de recherche portant sur des projets 
novateurs afin de répondre aux enjeux de la filière à court et moyen terme. Ces deux conventions 
portent d'une part sur la création d'un réseau de clones et des systèmes d'exploitation et d'autre 
part sur la mise au point d'outils dans le domaine de la biotechnologie visant à l'amélioration de 
la production de caoutchouc naturel. Les résultats acquis sur la première convention - réseau de 
clones- font l'objet d'un rapport spécifique- partie 2 du présent rapport. 
Concernant la deuxième convention le contrôle du procédé de transformation génétique en terme 
de compétences des cellules d'hévéa au transfert de gènes et de qualité de vitroplants 
transgéniques est la clé de la réussite de la transgénèse. Afin de garantir une bonne qualité de 
matériel végétal, l'optimisation des conditions d'obtention de lignées embryogènes et leurs 
conservations dans un état physiologique optimal ont été mises en place. La création de banques 
cryoconservatoires a été réalisée chez 22 lignées dont les plus embryogènes seront sélectionnées 
courant 2005 pour établir des banques de travail. 
La technique de transformation génétique par Agrobacterium tumefaciens a été validée avec la 
production de 19lignées de cal et l'acclimatation de 372 vitroplants transgéniques. A la suite, 16 
lignées transgéniques ayant incorporées un gène rapporteur gusA sous le contrôle d'un 
promoteur contrôlant une expression spécifique de ce gène dans les laticifères (promoteur 
hévéine) ont été produites avec le même procédé à partir de cal friable embryogène provenant de 
tissus cryoconservés. Parmi ces lignées, 12 ont montré une capacité à produire des vitroplants sur 
lesquels l'expression du gène rapporteur a été étudiée. La stimulation éthylénique, le stress 
osmotique et la lumière se sont avérés être des facteurs d'induction de ce promoteur. 
La plupart des mécanismes moléculaires liés à la production de caoutchouc est sous le contrôle 
de la stimulation par l'éthylène. Par conséquence, deux approches ont été initiées l'une sur 
l'isolement et la caractérisation des gènes de biosynthèse de l'éthylène, et l'autre, sur la 
compréhension de l'action des gènes de régulation induit par l'éthylène et en amont de ceux 
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impliqués directement dans une fonction métabolique telle que la coagulation des particules de 
caoutchouc par exemple. 
Les gènes de biosynthèse de l'éthylène (acs et aco) sont constitués chacun par une famille multi 
génique. Suite à l'isolement de plusieurs fragments correspondants aux gènes acs et aco, leur 
analyse d'homologie de séquences permet de proposer que nous avons isolé au moins 3 membres 
pour acs et pour aco. 
Le développement d'une autre technique de clonage utilisant l'amplification d'ADN par PCR 
sera réalisé pour isoler les séquences complètes des 2 membres restant des gènes aco. L'analyse 
de l'expression de ces gènes par hybridation moléculaire permet de détecter l'expression des aco 
dans tous les tissus sauf dans le caL Cette expression est stimulée par l'application d'Ethrel et 
apparaît transitoire dans des écorces d'arbres exploités. L'expression des gènes acs est plus 
délicate à détecter et nécessitera des mises au point et l'utilisation d'une technique plus sensible. 
Ces résultats montrent donc une régulation différentielle des différents membres aco. 
Concernant la convention en cours sur la stimulation à 1' éthylène gazeux les résultats acquis en 
2004 confirment les résultats de l'année précédente à savoir que la Y. S d/6 SEG donne une 
production améliorée par comparaison avec la saigné inversée en Y. S d/4 stimulée à l'éthéphon. 
Chez les arbres plus jeunes, exploités en saignée descendante, la SEG peut compenser la 
réduction de la fréquence de saignée lorsque les arbres sont exploités en Y2S en combinant 
volume, pression et fréquence d'apport en gaz. 
La SEG pratiquée avec le matériel G600 60 psi en décharge continue sur trois mois met en 
évidence deux difficultés: l'une sur l'altération des écorces et l'autre sur l'étanchéité des 
dispositifs de stockage du gaz. 
D convient de poursuivre la comparaison des clones à métabolisme contrasté et de vérifier les 
capacités des arbres à mobiliser leurs réserves en réponse à la SEG : localisation des réserves et 
leur mobilisation (amidon du bois), statut physiologique des laticiîeres (DL et LEM), état des 
écorces sous SEG (histologie). 
Une première simulation de la rentabilité de la SEG a été réalisée sur les différents sites 
d'expérimentation. Elle montre que le seuil de rentabilité dépend de nombreux facteurs tels que 
le coût de la main d'œuvre local, le prix du gaz, l' étanchéité du matérieL 
On propose d'orienter la deuxième phase de la convention sur 2 axes principaux: 
JI- valider la SEG à l'échelle pré-industrielle. 
2/- maintenir l'effort de recherche sur la compréhension des mécanismes d' action du gaz. 
Concernant les activités de recherche sur les Loranthacés la thèse de M Obiang suit son cours et 
une présentation partielle de ces résultats est consignée dans ce rapport. 
Un rapport complet sera envoyé à l'IFC mi 2005. 
Enfin le traitement des archives suit son cours et sera fini en 2005. 
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ANNEXE 1 
CONVENTION DE RECHERCHE SUR 
LA MISE AU POINT D'OUTILS DANS LE DOMAINE DE LA 
BIOTECHNOLOGIE VISANT A L'AMELIORATION DE LA 
PRODUCTION DE CAOUTCHOUC NATUREL 
Entre: 
./ LE CENTRE DE COOPERATIONINTERNATIONALE EN RECHERCHE 
AGRONOMIQUE POUR LE DEVELOPPEMENT, établissement public à caractère 
industriel et commercial, 42 rue Scheffer, 75116 Paris/France, représenté par Monsieur 
Dominique Berry, Directeur du Département des Cultures Pérennes, ci-après dénommé 
« CIRAD », 
d'une part, 
et les Sociétés : 
./ SOCIETE DE TECHNOLOGIE MICHELIN, 23 rue Breschet, 63000 Clermont-
Ferrand/France, représentée par Monsieur Michel ROLLIER, Directeur, ci-après dénommée 
« MICHELIN », 
./ SOCFINCO, 2 Place du Champ de Mars, 1050 Bruxelles/Belgique, représentée par 
Monsieur Luc BOEDT, Directeur Général, 
./ SOCIETE INTERNATIONALE DE PLANTATIONS D'HEVEAS, 53 rue du Capitaine 
Guynemer, 92400 Courbevoie/France, représentée par Monsieur Olivier de SAINT -SEINE, 
Directeur Général Adjoint, ci-après dénommée« SIPH», 
d'autre part, 
avec le concours de : 
./ L'INSTITUT FRANÇAIS DU CAOUTCHOUC, 42 rue Scheffer, 75116 Paris/France, 
représenté par Monsieur Bertrand CHAVANNES, Président, ci-après dénommé « IFC». 
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Considérant que : 
Le CIRAD est un organisme de recherche et développement ayant acquis une grande 
expérience dans la filière hévéicole ; il apporte un savoir faire, de 1' appui technique, 
réalise des programmes de recherche, des opérations de développement agricole ainsi que 
des actions de formation dans de nombreux pays d'Afrique, d'Amérique Latine, d'Asie, 
et du Pacifique ; 
au titre de sa mission, qui est notamment de favoriser l'innovation et de promouvoir 
l'amélioration de la productivité au niveau de l'hévéaculture, l'IFC peut subventionner 
des projets de recherche proposés par le CIRAD et les sociétés de Plantation; 
le CIRAD détient les compétences scientifiques et techniques et les moyens matériels 
pour entreprendre et réaliser ces travaux. 
D est convenu et arrêté ce qui suit : 
Article préliminaire: DEFINITIONS 
Le Programme désigne le programme de recherche décrit en annexe. 
Les Sociétés de Plantations désignent individuellement ou collectivement les sociétés 
MICHELIN, SOCFINCO et SIPH. 
Les Parties désignent le CIRAD et chacune des Sociétés de Plantations. 
ARTICLE 1 : OBJET DE LA CONVENTION 
Les parties décident de collaborer sur des activités de recherche et de développement visant à 
l'amélioration génétique chez Hevea brasiliensis. 
Le génie génétique représente une voie d'amélioration rapide, dans le cas de fonctions simples et 
bien caractérisées, par introduction d'une nouvelle fonction ou par modification d'une fonction 
existante. C'est dans ce cadre que des recherches sont menées pour la mise au point d'un procédé 
de transformation génétique et pour le clonage et la caractérisation de gènes d'intérêt 
agronormque. 
La présente Convention définit les conditions selon lesquelles les Parties exécutent ces activités 
de recherche, le Programme, et en exploitent les résultats. 
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ARTICLE 2 : APPORT INITIAL DES PARTIES 
Les études précédentes réalisées par certains partenaires de ce projet se définissent de la façon 
suivante: 
};>- Le CIRAD apporte ses connaissances et résultats acquis dans les domaines du procédé de 
transgénèse. et dans les mécanismes moléculaires liés à la production du caoutchouc naturel, 
tout particulièrement sur le rôle de l'éthylène dans l'écorce de l'hévéa 
};>- CIRAD-MICHELIN, à travers son contrat de collaboration de recherche & développement, 
apporte ses connaissances et résultats acquis dans le domaine de la propagation de masse à 
partir de matériel végétal issu de culture in vitro de l'hévéa 
ARTICLE 3 : CONTENU ET MODALITES D'EXECUTION 
Le Programme est présenté en annexe avec ses objectifs, le Programme, les modalités de 
réalisation, les moyens mis en place par le CIRAD et l'utilisation des financements apportés par 
l'IFC. Cette annexe à la présente convention en fait partie intégrante. 
Le CIRAD consacrera pour ces travaux de recherche tous les moyens nécessaires en personnel, 
en matériel et en fonctionnement. 
Un compte rendu annuel d'avancement des travaux sera remis par le CIRAD à l'IFC et aux 
Sociétés de Plantations, de même qu'un rapport final et circonstancié sur les résultats obtenus. 
La remise du compte rendu annuel sera l'occasion d'une rencontre à Montpellier, entre les deux 
parties, qui donnera lieu à une présentation des réalisations de l'exercice écoulé et des résultats 
intermédiaires obtenus. Ces rencontres auront notamment pour objectif d'analyser et d'évaluer 
les activités prévues ou en cours et, éventuellement de les réorienter si besoin était. 
ARTICLE 4 : FINANCEMENT 
4.1. Le budget prévisionnel pour les trois prochaines années 2004, 2005 et 2006 est présenté 
dans 1' annexe. Par la suite, il devra être validé chaque année au début de chaque exercice 
au cours de la réunion annuelle de restitution des résultats. 
4.2. . Les coûts d'intervention du CIRAD intègrent le salaire des chercheurs et des techniciens 
travaillant sur ce projet ainsi que leur fonctionnement. 
4.3. . L'IFC et les sociétés de Plantation financent à hauteur de 30% les coûts du CIRAD. A la 
signature de la présente convention et sur présentation d'une simple facture, l'IFC et les 
Sociétés de Plantation verseront au CIRAD pour l'année 1 la somme de 160 000 Euros 
HT. Une somme identique pour les années 2 et 3. Ces dernières seront mobilisées par 
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appel semestriel : 50 % en Avril et 50 % après la présentation des résultats annuels des 
travaux. 
4.4. . Les Sociétés de Plantations prennent en charge la totalité des coûts des essais sur leurs 
propres sites. 
4.5. Les coûts d'acheminement sur plantation font partie des frais de IDlSSton et de 
fonctionnement du chercheur et sont financés comme tels. Par contre, les frais 
d'hébergement et de subsistance sur plantation sont à la charge des Sociétés de 
Plantations. 
ARTICLE 5: REPARTITION DU FINANCEMENT 
5.1. Les sociétés de plantation et l'IFC se répartissent le financement du Programme, tel que 
décrit en annexe, suivant le tableau ci-dessous : 
IFC MICHELIN SOC FIN SIPH 
Montant HT (k€) 65 35 35 25 
ARTICLE 6: PROPRIETE DES RESULTATS ET VALORISATION 
6.1. . Chacune des parties conserve la propriété des résultats de ses recherches et travaux 
propres effectués dans le domaine en objet de la présente convention mais hors de tout 
Programme conduit en commun par les Parties. Les thèmes listés en article 2, pour le 
CIRAD d'une part, et le groupement CIRAD-MICHELIN d'autre part, entrent notamment 
dans ce cadre. 
6.2. . Les Sociétés de Plantations et le CIRAD se reconnaissent co-propriétaires des résultats du 
projet commun, objet de la présente convention de recherche, dans des proportions qui 
seront établies au prorata des contributions intellectuelles et financières de chaque partie. 
Au minimum en fin de première phase de la présente convention, mais également à chaque 
fois que la nécessité s'en fera sentir, cette répartition proportionnelle des droits de 
propriété sera déterminée sur les résultats du projet commun, en fonction des contributions 
effectives de chaque partie. Elle prendra également en compte la part revenant au CIRAD 
et au groupement CIRAD-MICHELIN, au titre de leurs apports initiaux, en référence aux 
clauses des articles 2 et 6.1. 
6.3. . Dans l'hypothèse de résultats protégeables par un titre de propriété industrielle, les 
Sociétés de Plantations et le CIRAD décideront d'un commun accord des mesures de 
protection. Un règlement de copropriété sera établi entre les parties. 
En cas de protection par des titres de propriété industrielle, ces titres seront déposés en 
copropriété. Les frais de protection occasionnés (dépôt, examen, maintien en vigueur etc . 
. . . ) seront répartis entre les Sociétés de Plantations et le CIRAD au prorata de leur quote-
part de copropriété des résultats, définie précédemment. 
Une partie pourra renoncer à participer au dépôt d'un titre de propriété industrielle ou 
abandonner sa quote-part de copropriété sur un titre de propriété industrielle dans un ou 
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plusieurs pays et/ou décider de ne pas maintenir sa participation dans un titre de propriété 
industrielle à condition que cette partie informe les autres parties de sa décision dans un 
délai permettant à ces dernières de prendre toutes les mesures nécessaires à la sauvegarde 
de ce titre, et que cette partie cède aux autres parties gratuitement sa quote-part de 
copropriété. 
6.4. . Les Sociétés de Plantations et le CIRAD pourront disposer librement de tout ou partie des 
résultats obtenus dans le cadre de la Convention pour une utilisation à des fins de 
recherche. 
6.5. . Les publications ou communication de résultats scientifiques seront encouragées dans la 
mesure où elles sont compatibles avec l'article 7 de la présente Convention et feront 
l'objet d'un accord mutuel préalable écrit; les parties seront systématiquement citées si 
elles le désirent et avec leur autorisation. 
6.6. . Les applications pratiques susceptibles de trouver une valorisation commerciale ou 
industrielle feront l'objet de contrats spécifiques entre les parties prenant en compte le 
contenu du règlement de copropriété visé à 1' article prenant en compte le contenu du 
règlement de copropriété visé à l'article 6.3. 
ARTICLE 7 : CONFIDENTIALITE 
7.1. . Chaque partie s'engage à ne pas divulguer de quelque façon que ce soit les informations 
reçues par une autre Partie aussi longtemps que ces informations seront considérées 
comme confidentielles, c'est-à-dire que la Partie réceptrice ne sera pas en mesure 
d'apporter la preuve: 
);> qu'elle avait connaissance de ces informations avant la signature de la Convention; 
);> qu'elle en a acquis connaissance par un tiers de façon licite et sans qu'une obligation 
de confidentialité soit attachée à la communication ; 
);> ou que ces informations ont fait l'objet d'une publication ou d'une communication par 
un tiers en droit de les communiquer. 
7.2. . Les Parties s'engagent à ne pas divulguer de quelque façon que ce soit les résultats 
scientifiques et techniques émanant de 1' exécution de la Convention, et ce tant que les 
dites informations n'auront pas fait l'objet d'une décision quant à leur éventuelle 
protection. Cette disposition est sans effet si ces résultats entrent dans l'une des exceptions 
prévues en 7 .1. 
7.3. . Les Parties garantissent que les informations reçues ne seront communiquées qu'à ceux 
de leurs employés qui ont besoin d'en avoir connaissance et qui s'engagent à respecter les 
obligations de confidentialité, cela même après avoir cessé d'être employés de la partie 
concernée. 
7.4. L'existence et le contenu de la présente Convention sont également considérés comme 
confidentiels. 
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ARTICLE 8 :DUREE DU CONTRAT ET RESILIATION 
8.1. . La Convention prend effet à la date de la signature avec rétroactivité au 01 04 2004 et est 
conclue pour une durée de cinq ans. Le financement de la première phase de trois ans est 
défini dans l'article 4. 
Au vu des résultats, les Parties entameront la deuxième période, dont les modalités 
d'exécution et le financement seront spécifiés par avenant. 
8.2. . La Convention pourra prendre fin si l'une des Parties le sollicite en avertissant les autres 
par lettre recommandée avec accusé de réception et un préavis de 6 mois. 
La Convention pourra être résiliée de plein droit par l'une des Parties, par lettre 
recommandées aux autres, en cas de manquement de l'une des Parties à ses obligations 
contractuelles, et si cette dernière ne palliait ce manquement dans un délai de 30 jours à 
compter de la réception de la lettre recommandée. 
La résiliation interviendra également de plein droit en cas de fusion, de liquidation 
judiciaire, de cessation d'activité ou de dissolution de l'une des Parties, sauf volonté 
expressément notifiée par toutes les parties restantes de la maintenir en vigueur. 
8.3. . En cas de résiliation, les dispositions des articles 6 et 7 resteront en vigueur nonobstant 
l'échéance de la présente Convention. 
ARTICLE 9 : JURIDICTION ET RESOLUTION DES CONFLITS 
Tout litige intervenant à l'occasion de la présente convention devra faire l'objet d'une tentative 
de résolution à l'amiable. 
En cas de désaccord persistant plus de six mois, tout différend découlant de la présente 
Convention sera soumis au Tribunal de Grande instance de Paris. 
Fait à 
-------
En 5 exemplaires originaux le ______ _ 
Pour le CIRAD Pour MICHELIN 
Pour SOCFINCO PourSIPH 
Pour l'IFC 
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Compréhension et amélioration de la productivité des hévéas 
par transgénèse 
1- OBJECTIFS 
Le développement du génie génétique chez l'hévéa est potentiellement acquis. Lors de la 
dernière convention. il a été montré que le succès en termes de rendement de transformation 
et de régénération de plants transgéniques dépendait de la qualité de la lignée de cal. Un 
procédé de transformation génétique a ainsi été décrit pour la production en routine de 
lignées transgéniques de cal et de vitroplants chez le clone PB 260. L'un des objectifs de ce 
nouveau projet réside dans la transposition de ce procédé à deux autres clones. En outre, 
des promoteurs de gènes ont été isolés chez l'hévéa ce qui permettra de contrôler 
l'expression de transgènes par induction chimique et/ou localement dans les cellules 
laticiîeres. L'étude du métabolisme oxydatif a permis d'isoler et caractériser certains gènes 
capables de détoxiquer la cellule laticifère des radicaux libres impliqués dans la 
décompartimentation des lutoïdes, et ainsi limiter la coagulation des particules de 
caoutchouc qui faisait suite à la libération d'agents coagulants. La poursuite de ces 
travaux devra aboutir donc à l'application de ces acquis pour la validation de l'utilité 
de la transgénèse pour réguler des fondions endogènes au système laticifère en vue 
d'une amélioration de la production de caoutchouc natureL 
Les méthodes de caractérisation physiologique et moléculaire des mécanismes liés à la 
production chez des arbres en exploitation se sont avérées peu satisfaisantes car il est 
difficile d'apporter une véritable compréhension et assurance du rôle fondateur d'une 
protéine ou d'un gène dans la production de latex. La variabilité de l'état physiologique des 
arbres et la complexité des interactions entre les différents mécanismes mis en jeu peuvent 
expliquer ces difficultés intrinsèques au système. La simplification des questions 
scientifiques, l'homogénéité et le confinement du modèle d'étude, ainsi que l'utilisation de 
la transgénèse pour valider ou infirmer certaines hypothèses représentent des atouts majeurs 
pour éclairer le modèle de fonctionnement des mécanismes liés à la production. L'éthylène 
est connu pour agir sur la plupart de ces mécanismes intra-laticitères et au sein de 1' écorce. 
Comprendre comment sont régulées la biosynthèse de l'éthylène et l'expression des 
gènes dépendants de son influence apparaît être un sujet fondamental pour, non plus 
agir spécifiquement sur une fonction, mais pour mieux coordonner l'ensemble des 
mécanismes liés à la production de caoutchouc. 
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II- AXES PRIORITAIRES RETENUS ET DEMARCHE 
11.1 - Mise en application de l'outil transgénèse 
11.1.1 - Introduction 
La transformation génétique revêt un intérêt particulier pour le programme 
d'amélioration génétique de l'hévéa par la modification spécifique de clones 
déficients pour certaines fonctions d'intérêt agronomique sous contrôle oligogénique, 
ou encore pour la production de protéines recombinantes à valeur ajoutée (Y eang et 
al., 1998). Le procédé de transformation génétique a été initialement développé au 
CIRAD pour caractériser et améliorer certaines fonctions impliquées dans la 
production de caoutchouc nature~ lesquelles étaient décrites dans le modèle de 
fonctionnement du système laticigène (Jacob et al., 1998). 
Dès 1989, l'équipe «Physiologie de la production» au CIRAD initie la 
caractérisation de gènes capables de réguler la régénération de latex (Pujade-Renaud, 
1993). D'une manière complémentaire au diagnostic latex, la transgénèse apparaît 
alors comme une application potentielle pour améliorer la production de latex. Les 
premiers travaux de clonage de séquences génomiques permettent d'isoler les 
séquences régulatrices des gènes codant pour la glutamine synthétase et l'hévéine 
(Pujade-Renaud et al., 1997). Parallèlement, l'expression transitoire d'un gène 
rapporteur est obtenue dans des cals embryogènes d'hévéa (Montoro et al., 1997). 
Ces deux résultats motivent la mise en œuvre d'un projet de génie génétique chez 
l'hévéa mené à l'université de Kasetsart pour la partie« transformation stable», et au 
CIRAD pour les parties « promoteurs » et « gènes cibles », cela avec le soutien du 
CIRAD, de l'IFC et de l'ambassade de France en Thaïlande. Ce projet, mené 
entièrement au CIRAD à Montpellier depuis 2001, a abouti à la mise au point d'un 
procédé de transformation génétique chez le clone PB 260, et à la mise à disposition 
de vecteurs de transformation fonctionnels avec des promoteurs hévéa et de 
séquences de gènes codant pour des enzymes de défense contre le stress oxydatif. 
La poursuite de ce projet dans le cadre d'une nouvelle convention entre le CIRAD et 
l'IFC consiste à démontrer la faisabilité de l'utilisation de la transformation génétique 
pour améliorer les clones industriels d'hévéa. Pour cela, quatre actions seront 
entreprises : 
~ amélioration des différentes étapes du procédé de régénération à partir de lignées 
cryoconservées pour garantir la production de plants transgéniques vigoureux ; 
~ adaptation du procédé de transformation génétique à deux autres clones d'hévéa ; 
~ validation de la capacité à contrôler l'expression de transgènes chez l'hévéa avec 
des promoteurs issus de gènes hévéa ; 
~ régulation de l'expression de gènes impliqués dans la production de latex par 
transgénèse. 
Procédé de transgénèse pour les clones PB 260, PB 217 et BPM 24. Dans le cadre 
de l'amélioration de la productivité des hévéas, l'adaptation du procédé de 
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transformation génétique sera réalisée chez deux autres clones que le PB 260, dans la 
mesure où 1' on dispose de lignées cryoconservées et évaluées de cal embryogène 
pour ces clones, le PB 217 comme modèle d'étude de la réponse éthylénique, et le 
BPM 24 comme clone modèle pour l'étude de la vigueur. 
Fonctionnalité chez l'hévéa des promoteurs inductibles par l'éthylène et spécifUJues 
des cellules laticifères. Chez le clone PB 260, les études pourront être approfondies 
afin de disposer de vecteurs de transformation capables de contrôler l'expression d'un 
gène d'intérêt dans les tissus laticifères. Des lignées de cal et des plantes 
transgéniques seront produites avec des constructions comportant les promoteurs des 
gènes hev et gs codant respectivement pour l'hévéine et la glutamine synthétase. 
Régulation de gènes cibles exprimés dans les laticifères. Des constructions pourront 
être réalisées avec un ou quelques gènes d'intérêt. Ces gènes sont ceux disponibles 
chez l'hévéa (Cu/Zn-SOD, ascorbate peroxydase, ace synthase, ace oxydase, etc.). 
L'étude de la régulation éthylénique et la lutte contre le stress oxydâtif constituent 
deux exemples d'application de la transgénèse qui permettraient (i) d'améliorer le 
potentiel de production en caoutchouc naturel et (ii) de confirmer si les modifications 
génétiques ciblées dans les laticifères ont une action véritable sur le métabolisme lui-
même. La caractérisation des plantes transgéniques serait réalisée sur du matériel 
végétal en serre, et les résultats qui en découleront orienteront la suite du projet vers 
des essais en champ si nécessaire en tenant compte de la constitution lourde d'un 
dossier OGM à l'horizon 2007-2008. 
ll.1.2 - Objectifs 
);> Production et cryoconservation de lignées embryogènes de cal friable assurant, 
chez trois clones représentatifs des différents types métaboliques, une compétence 
à la transformation génétique et une capacité de régénération de vitroplants. 
);> Amélioration des différentes étapes du procédé de régénération à partir de lignées 
cryoconservées afin de garantir la production de plants transgéniques vigoureux. 
);> Développement d'un procédé de transformation génétique en routine chez trois 
clones représentatifs des différents types métaboliques. 
);> Certification de la fonctionnalité et de 1' action de vecteurs de transformation 
permettant une expression ciblée dans les laticifères d'hévéa. 
);> Développement de vecteurs de transformation comportant un gène rapporteur 
codant pour une protéine fluorescente permettant une caractérisation sur matériel 
vivant. 
);> Etude de la régulation du métabolisme oxydatif et éthylénique par transgénèse. 
ll.1.3 - Produits attendus 
);> Cryoconservats de lignées régénérantes certifiées sur le plan de la conformité 
clonale, de l'absence de variabilité génétique sur les marqueurs microsatellites 
connus, de la capacité de régénération de vitroplants : 
• clone PB 260 en 2004 
• pour PB 217 en 2006 
• pour BPM 24 en 2007 
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};> Amélioration des rendements de production d'embryons somatiques et de plants 
conformes améliorés 
• Phase de production d'embryons (2006-2007) 
• Phases de germination et d'acclimatation des vitroplants (2007-2008) 
};> Avec les constructions comportant les promoteurs des gènes hev et gs codant pour 
l 'hévéine et la glutamine synthétase : 
• 2004 : Plantes transgéniques PB 260 
• 2005 : Confrrmation de la fonctionnalité et de l'action spécifique des 
promoteurs. 
};> Avec un gène rapporteur gus A ou gfp : 
• 2007 : Lignées de cals transgéniques cryoconservées pour le clone PB 217 
• 2008 : Lignées de cals transgéniques transgéniques cryoconservées pour le 
clone BPM24 
• 2008: Plantes transgéniques pour le clone PB 217. 
};> Avec des gènes cibles (lutte contre le stress oxydatif et/ou biosynthèse de 
l'éthylène) : 
• 2004: Choix des gènes d'intérêt parmi ceux disponibles chez l'hévéa (CuZn 
SOD, ascorbate peroxydase, glutathion peroxydase, ace synthase, ace 
oxydase, gama-glutamylcystéine synhétase, etc.) 
• 2005 : Vecteurs de transformation comportant deux gènes cibles 
• 2006 : Lignées transgéniques cryoconservées PB 260 comportant les gènes 
cibles 
• 2007 : Plantes transgéniques PB 260 exprimant les gènes cibles 
• 2008 : Caractérisation des phénotypes des plantes transgéniques 
D.2 - Mécanismes moléculaires liés à la production de caoutchouc naturel 
II.2.1 - Introduction 
Fonctionnement physiologique et moléculaire des laticifères. Durant les trois 
dernières décennies, un grand nombre de travaux en biochimie et physiologie relié à 
des essais sur les systèmes d'exploitation des hévéas ont abouti à une bonne 
compréhension des mécanismes impliqués dans la production de caoutchouc naturel 
(d'Auzac and Ribailler, 1969, Jacob, 1970, Jacob et al., 1978, Chrestin et al., 1984, 
d'Auzac, 1989, Jacob et al., 1998), et à la mise au point d'un diagnostic biochimique 
du latex (Jacob et al., 1989). Récemment, ces connaissances ont permis d'établir un 
modèle de fonctionnement des clones en fonction des données de diagnostic latex : la 
typologie métabolique des clones (Gohet, 1996). Dans l'état de ces connaissances, 
l'amélioration de la productivité des hévéas passerait par deux niveaux 
d'intervention : 
};> l'amélioration de la capacité de chargement en saccharose du puits laticifère pour 
les clones à faible teneur en saccharose intra-laticifère ; 
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);;> l'amélioration de la stabilité du latex pour les clones à faible teneur en thiols 
lorsqu'ils sont soumis à une intensification de la production en latex. 
Dans le premier cas, une augmentation du potentiel de production d'un clone 
donné répondrait à une augmentation de la production par arbre. Sachant qu'il faut 
théoriquement 17 mmoles de saccharose pour synthétiser 1 gramme de caoutchouc 
(Gohet, 1996), la production de caoutchouc serait directement liée à la quantité de 
saccharose disponible dans la cellule. Les travaux en écophysiologie, menés en 
Thailande en collaboration avec le RRIT et l'université de Kasetsart, devraient 
permettre d'identifier pour chaque clone le niveau de blocage de l'alimentation en 
saccharose : photosynthèse, exportation, partition des assimilats ou transport des 
mono- et disaccharides dans les cellules laticifères. D'une manière complémentaire, 
une approche transgénèse ayant pour objectif de modifier spécifiquement l'expression 
de tel ou tel gène, en utilisant des gènes orthologues (gènes d'une autre espèce ayant 
la même fonction) ou homologues introduits dans des arbres transgéniques, 
permettrait de caractériser ces différents points. En outre, 1' augmentation de la 
disponibilité en saccharose pourrait jouer un rôle favorable sur l'activité cellulaire en 
réduisant l'effet de stress lié à une régénération de latex pour laquelle le « carburant 
et la matière première» feraient défauts (comm. Pers. E. Gohet). 
Dans le second cas, une optimisation du potentiel de production pourrait être 
obtenue par réduction de la perte de production conséquente à l'apparition croissante 
d'arbres secs au cours de l'exploitation par optimisation de la capacité 
d'intensification de l'exploitation des arbres via la stimulation en renforçant leurs 
défenses contre le stress oxydatif pour atteindre le potentiel maximal de production 
des clones. Une autre stratégie pourrait viser à inhiber le mécanisme de coagulation 
en jouant sur l'expression des différents facteurs coagulants ou anti-coagulants. 
Cependant, cette stratégie ne limiterait probablement pas la propagation du stress qui 
s'accroîtrait d'autant plus que le latex s'écoulerait et ne pourrait pas être régénéré : la 
synthèse des formes toxiques de l'oxygène aurait alors pour conséquence un 
dysfonctionnement cellulaire pouvant aboutir à plus ou moins long terme à une 
dégénérescence complète du tissu laticigène. 
Coordination des mécanismes de la production de latex par l'éthylène. Les 
rendements de production en caoutchouc naturel ont été fortement augmentés au 
cours du 20ëme siècle par l'amélioration à la fois génétique, rendue possible par la 
propagation par greffage, et des systèmes d'exploitation de l'Hevea brasiliensis 
(Dijkman, 1951). Des moyens efficaces de réduction des fréquences de saignée ont 
été obtenus tout en maintenant la production en caoutchouc naturel à travers des 
systèmes d'exploitation utilisant la stimulation éthylénique (Jacob et al., 1998). 
L'Ethéphon (ET), un générateur d'éthylène, est appliqué sur l'écorce de l'hévéa au 
niveau du panneau de saignée afin d'augmenter la production de caoutchouc à travers 
une stimulation de la régénération et de l'écoulement du latex (Jacob et al., 1997). 
Cependant, un bon niveau de maîtrise des fréquences de stimulation et des 
concentrations d'ET à utiliser au cours de l'exploitation de l'arbre est requis afin de 
ne pas initier des dysfonctionnements cellulaires pouvant engendrer l'apparition 
d'encoche sèche de saignée impliquant une perte de production (Sookmark et al., 
2002), (Lacrotte et al., 1997). Plusieurs études ont mis en évidence l'influence de 
l'éthylène exogène sur la biosynthèse d'éthylène endogène et ont permis de 
caractériser les réponses physiologiques en fonction des clones d'hévéas. La 
régulation par l'éthylène de l'expression de plusieurs gènes impliqués dans la 
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régénération et l'écoulement de latex dont le métabolisme oxydatif a été aussi 
intensément étudiée (Chrestin et aL, 1997). 
L'éthylène est impliqué dans de nombreux processus cellulaires et moléculaires 
jouant un rôle prépondérant dans l'amélioration de la production de latex: 
);> l'amélioration de l'écoulement est obtenue d'une part en favorisant l'entrée d'eau 
dans les cellules laticiîeres et d'autre part en maintenant la stabilité des lutoïdes 
(vacuoles contenant des protéines impliquées dans la coagulation des particules 
de caoutchouc) ; 
);> la stimulation du métabolisme laticifère est favorable à la régénération du latex 
après la saignée. 
Ainsi, de nombreux travaux tant sur le plan physiologique que biochimique ou 
moléculaire ont porté sur l'étude du métabolisme laticifère en relation avec la réponse 
à la stimulation éthylénique. Toutefois, nous disposons à ce jour que de peu 
d' informations sur. la régulation de la biosynthèse endogène d'éthylène et sa 
signalisation dans la production de caoutchouc naturel chez l' hévéa. 
Ce n'est qu'en 1968 que l'action de gaz de type acétylène, éthylène ou Ethrel™ 
(CEPA: 2-chloroethane phosphonic acid) s'avère réellement efficace sur la 
prolongation de l'écoulement et de ce fait sur l'augmentation de la production de 
latex (D'Auzac et al., 1989). L ' Ethrel apparaît ne pas endommager le renouvellement 
de 1' écorce après la saignée, et rend ainsi possible son application en dessous et au-
dessus du panneau de saignée. Par la suite les processus physiologiques qui 
conduisent à la stimulation de la production furent intensivement étudiés. 
L' étude de la biosynthèse de l' éthylène s' est avérée plus difficile à appréhender et 
peu de connaissances sont à ce jour disponible. ll a été montré que l'application 
d'Ethrel induisait une synthèse endogène rapide d'éthylène représentant encore 9 
jours après la stimulation près de 50% de l'éthylène total dosé (Siwei et al.). Cette 
expérience a été validée par une équipe indonésienne qui note un pic de production 
d'éthylène un jour après l' application d'Ethrel, la production d'éthylène endogène 
étant démontrée par une augmentation parallèle de la teneur d' ACC dans l'écorce 
(Sumarmadji, 1999). L'action de l'Ethrel sur la production de l'action atteint son 
maximum 8 jours après la stimulation. 
La biosynthèse de l'éthylène dans l'écorce de l'hévéa. L' influence des traitements à 
l'Ethéphon à la fois sur la biosynthèse d'éthylène, la production de latex et la 
dégénérescence des tissus suggère une implication importante de l'éthylène endogène 
dans les mécanismes moléculaires opérant dans les tissus laticifères mais aussi au 
sein des différents tissus de l'écorce. Etant donné que l'évolution des paramètres 
métaboliques liés à la production et le dysfonctionnement cellulaire sont 
généralement observés sur plusieurs années d'exploitation des arbres, il paraît 
nécessaire de cibler les efforts de recherche sur la compréhension de mécanismes clés 
tels que la caractérisation de la relation entre éthylène exogène et endogène, et le 
contrôle de l'activation du métabolisme laticifère par l'éthylène, la blessure et le 
métabolisme lui-même. Ces études conduites sur de jeunes plants d'hévéa devraient 
permettre l'établissement d'un modèle de fonctionnement sous l' influence de 
l'éthylène capable de guider l' élaboration de stratégies d'études sur des arbres en 
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exploitation pour appréhender le rôle de l'éthylène dans la production de latex et la 
dégénérescence des tissus 
Des travaux ont été initiés au CIRAD en vue d'isoler les différents membres des 
familles multigéniques codant pour les deux enzymes clés de la biosynthèse 
d'éthylène (ACC synthase et ACC oxydase) et de caractériser leurs niveaux 
d'expression génique dans un premier temps dans deux systèmes, les cals 
embryogènes et l'écorce de jeunes plants, en relation avec l'application de différents 
effecteurs connus pour réguler la biosynthèse de 1' éthylène ou la régénération de latex 
(Kuswanhadi, 2003). Dans le cadre de cette étude, une méthode d'hybridation in situ 
sera développée pour permettre de localiser précisément les sites d'expression des 
différents gènes étudiés. 
Les gènes régulés par l'éthylène. Une autre approche portera sur l'analyse à haut 
débit de l'expression des gènes régulés par l'éthylène. Une collection de ces gènes 
sera préparée à partir d'ARNm issus d'écorce d'hévéa et l'analyse des séquences 
partielles de ces gènes permettra de déterminer l'ensemble des fonctions régulées par 
l'éthylène pour enfin dégager celles reliées fondamentalement à la production de 
latex. Cette collection de gènes exprimés pourra ensuite servir à la compréhension de 
leur régulation par une analyse d'expression dans différents contextes biologiques par 
des techniques d'expression génique sur des puces à ADN de type macroarray. 
Caractérisation de l'expression des gènes par imagerie cellulaire. La disponibilité 
en latex qui est constitué du cytoplasme des cellules laticifère a permis d'intenses 
travaux sur le métabolisme laticifère en liaison avec la production en caoutchouc 
naturel. Cette production est bien entendu aussi dépendante de fonctions externes au 
système laticifère. Une compréhension globale des « mécanismes de la production » 
au niveau de l'écorce nécessite donc de nouveaux outils tels que ceux développer par 
l'imagerie cellulaire. En sus de l'immuno-localisation nécessitant la purification de 
protéines et la production d'anticorps spécifiques, l'hybridation in situ des ARN 
messagers est une approche complémentaire très performante. Cette opération, basée 
sur les premiers travaux de Sanier & Pujade-Renaud en 1999, et de Vidal & 
Alemanno en 2003, devra conduire à la mise au point d'une technique d'hybridation 
in situ sur cal et sur écorce de jeune plant d'hévéa pour des gènes plus ou moins 
fortement exprimés grâce à l'utilisation et à la superposition de différents 
fluorochromes. 
II.2.2 - Objectifs 
Elargir les connaissances acquises sur le fonctionnement des laticifères à 1' écorce, 
site de nombreux mécanismes impliqués dans la production de caoutchouc, afin 
d'établir des stratégies d'amélioration de la production par le développement de 
diagnostic plus précis, de la transgénèse ou bien de marqueurs moléculaires. 
~ Caractérisation des gènes de biosynthèse de l'éthylène 
~ Caractérisation des gènes régulés par 1 'éthylène dans les cals et l'écorce 
~ Etablissement d'un modèle de fonctionnement pour l'étude précoce des 
mécanismes moléculaires liés à la production de caoutchouc naturel. 
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ll.2.3- Produits attendus 
~ 2004-2005: Séquences codantes (ADNe pleines longueurs) de plusieurs membres 
de la famille multigénique des acs codant pour l'ace synthase. 
~ 2004-2005: Séquences codantes (ADNe pleines longueurs) de plusieurs membres 
de la famille multigénique des aco codant pour l'ace oxydase. 
~ 2005: Caractérisation spatio-temporelle dans de jeunes plants d'hévéa de 
l'expression des différents membres des familles multigéniques acs et aco. 
~ 2004: Protocole d'hybridation in situ pour caractériser des gènes fortement 
exprimés dans des cals embryogènes et les différents tissus de l'écorce d'hévéa 
~ 2005: Protocole d'hybridation in situ pour caractériser des gènes faiblement 
exprimés dans des cals embryogènes et les différents tissus de l'écorce d'hévéa 
~ 2006 : Cartographie génétique des différents membres des familles multigéniques 
acs et aco. 
~ 2004 : Banque d'ADNe d'écorce d'arbres matures vierges représentant la 
population de gènes régulés par l'éthylène. 
~ 2005 : Filtres à haute densité de gènes régulés par l'éthylène dans l'écorce 
d'arbres matures vierges 
~ 2006-2007: Caractérisation des gènes régulés par i'éthylène dans de l'écorce 
d'arbres matures et des plantules 
ID- BUDGET 
Le coût annuel total de ce projet comprenant le salaire et le fonctionnement se monte à 516 
864 Euros HT par an. Les moyens humains mis à disposition de ce projet se répartissent de 
la façon suivante : 3 chercheurs permanents, 1 post doc, 3 techniciens, 1 thésard et un 
certain nombre de stagiaires. Les moyens matériels mis à disposition de ce projet sont 
centralisés dans les laboratoires du CIRAD à Montpellier ainsi que dans les serres. 
Ce projet étant stratégique pour le CIRAD nous proposons que ce dernier contribue à 
hauteur de 70 % de ce projet, la somme restante c'est à dire 30 % soit 160 000 € HT étant 
demandée à l'IFC. 
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CoûtHTITC Coût annuel 2004 Coût annuel 2005 Coûtannuel2006 
annuel en€ (k€) (k€) (k€) 
CIRADCI IFCIFC et CIRAD IFCIFC et Sté CIRAD IFCIFC et 
RAD Sté CIRAD plantations CIRAD Sté 
plantations plantations 
Salaire 
chercheurs 172 700 119.7 53 119.7 53 119.7 53 
post doc 82 300 56.3 26 56.3 26 56.3 26 
techniciens 183 000 127 56 127 56 127 56 
thésard pm pm pm pm pm pm pm 
stagiaires 5 400 3.4 2 3.4 2 3.4 2 
Sous total 443 400 306.4 137 306.4 137 306.4 137 
Fonctionnement 
chercheurs 45 000 30.8 14.2 30.8 14.2 30.8 14.2 
techniciens 22464 15.5 7.0 15.5 7.0 15.5 7.0 
serres 6 000 4.2 1.8 4.2 1.8 4.2 1.8 
Sous total 73 464 50.5 23 50.5 23 50.5 23 
Total 516 864 360.8 160 360.8 160 360.8 160 
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ANNEXE2 
CONVENTION DE RECHERCHE SUR 
UN RESEAU DE CLONES ET DES SYSTEMES D'EXPLOITATION 
Entre: 
./ LE CENTRE DE COOPERATION INTERNATIONALE EN RECHERCHE 
AGRONOMIQUE POUR LE DEVELOPPEMENT, établissement public à caractère 
industriel et commercial, 42 rue Scheffer, 75116 Paris/France, représenté par Monsieur 
Dominique Berry, Directeur du Département des Cultures Pérennes, ci-après dénommé 
« CIRAD >>, 
d'une part, 
et les Sociétés : 
./ SOCIETE DE TECHNOLOGIE MICHELIN, 23 rue Breschet, 63000 Clermont-
Ferrand/France, représentée par Monsieur Michel ROLLIER, Directeur, ci-après dénommée 
« MICHELIN », 
./ SOCFINCO, 2 Place du Champ de Mars, 1050 Bruxelles/Belgique, représentée par 
Monsieur Luc BOEDT, Directeur Général, 
./ SOCIETE INTERNATIONALE DE PLANTATIONS D'HEVEAS, 53 rue du Capitaine 
Guynemer, 92400 Courbevoie/France, représentée par Monsieur Olivier de SAINT -SEINE, 
Directeur Général Adjoint, ci-après dénommée« SIPH», 
d'autre part, 
avec le concours de : 
./ L'INSTITUT FRANÇAIS DU CAOUTCHOUC, 42 rue Scheffer, 75116 Paris/France, 
représenté par Monsieur Bertrand CHAVANNES, Président, ci-après dénommé « IFC». 
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Considérant que : 
le CIRAD est un organisme de recherche et développement ayant acquis une grande 
expérience dans la filière heveicole; il apporte un savoir faire, de l'appui technique, 
réalise des programmes de recherche, des opérations de développement agricole ainsi que 
des actions de formation dans de nombreux pays d'Amérique Latine, d'Asie, et du 
Pacifique; 
au titre de sa mission, qui est notamment de favoriser l'innovation et de promouvoir 
l'amélioration de la productivité au niveau de l'hévéaculture, l'IFC peut subventionner 
des projets de recherche proposés par le CIRAD et les Sociétés de Plantations. 
le CIRAD détient les compétences techniques et les moyens matériels pour entreprendre 
et réaliser ces travaux. 
Il est convenu et arrêté ce qui suit : 
Article préliminaire : DEFINITIONS 
La convention désigne le présent accord. 
Le Programme désigne les programmes de recherche décrits en annexes 1 et 2. 
Les Sociétés de Plantations désignent individuellement ou collectivement les sociétés 
MICHELIN, SOCFINCO et SIPH 
Les Parties désignent le CIRAD et chacune des Sociétés de Plantations. 
ARTICLE 1 : OBJET DE LA CONVENTION 
Les parties décident de collaborer sur des activités de recherche et de développement visant à 
l'amélioration de la productivité des plantations d'hévéa et incluant deux projets: 
~ Optimisation du processus de mise à jour de la connaissance des clones et des 
recommandations clonales, avec les recommandations d'exploitation associées, chez Hevea 
brasiliensis ; 
~ Traitement des fonds d'archives historiques. 
La présente Convention définit les conditions selon lesquelles les Parties exécutent ces activités 
de recherche, le Programme et en exploitent les résultats. 
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ARTICLE 2 : CONTENU ET MODALITES D'EXECUTION 
2.1. Les deux projets sont présentés en annexe 1 et 2 avec leurs objectifs, leurs modalités de 
réalisation, les moyens mis en place par le CIRAD et l'utilisation des financements 
apportés par l'IFC. Ces deux annexes à la présente convention en font partie intégrante. 
2.2. Le CIRAD consacrera pour ces travaux de recherche tous les moyens nécessaires en 
personnel, en matériel et en fonctionnement. 
2.3. Un compte rendu annuel d'avancement des travaux sera remis par le CIRAD à l'IFC et 
aux Sociétés de Plantations de même qu'un rapport final et circonstancié sur les résultats 
obtenus. 
2.4. La remise du compte rendu annuel sera l'occasion d'une rencontre à Montpellier, entre les 
deux parties, qui donnera lieu à une présentation des réalisations de 1' exercice écoulé et 
des résultats intermédiaires obtenus. Ces rencontres auront notamment pour objectif 
d'analyser et d'évaluer les activités prévues ou en cours et, éventuellement de les 
réorienter si besoin était. 
ARTICLE 3 : FINANCEMENT 
3 .1. Le budget prévisionnel annuel est présenté en annexe. Par la suite, il devra être validé 
chaque année au début de chaque exercice au cours de la réunion annuelle de restitution 
des résultats. 
3.2. Les coûts d'intervention du CIRAD intègrent le salaire des chercheurs et des techniciens 
travaillant sur ce projet ainsi que leur fonctionnement. 
3.3. L'IFC et les sociétés de Plantation financent à hauteur de 80% les coûts du CIRAD. A la 
signature de la présente convention et sur présentation d'une simple facture, l'IFC et les 
sociétés de Plantation verseront au CIRAD pour l'année 1 la somme de 35 884 Euros HT. 
Pour l'année 2 une somme de 2~ Euros HT sera versée en début de l'année calendaire 
suivante. f-.'l ~ t. 
Année2004 
Projet 1 Projet 2 
Coût en CIRAD IFC et Sté Coût en CIRAD IFC et Sté Euros Plantations Euros Plantations 
Salaire 20000 7 000 13 000 10 401 10 401 
Fonctionnement: 
- IDlSSlOns 8 000 8 000 
- consommables 4000 4000 483 483 
Total HT 32 000 7000 25 000 10 884 10 884 
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Année2005 
Projet 1 Projet 2 
Coût en CIRAD IFC et Sté Coût en CIRAD IFC et Sté 
Euros Plantations Euros Plantations 
Salaire 20000 7000 13 000 _1..26-û 0 J_26t) 
'l =l-6o 1 ~D 
Fonctionnement 
- missions 8 000 8000 
- consommables 4000 4000 242 242 
TotalHT 32000 7000 25 000 ~ 0 ~z.. 
3.4. Les Sociétés de Plantations prennent en charge la totalité des coûts des essais sur leur 
propre site. Les frais éventuels engagés par l'une d'elles au profit des autres donneront lieu 
à une refacturation au prorata des services rendus et sans marge bénéficiaire. 
3.5. Les coûts d' acheminement sur plantation font partie des frais de mission et de 
fonctionnement du chercheur et sont financés comme tels. Par contre, les frais 
d'hébergement et de subsistance sur plantation sont à la charge des Sociétés de 
Plantations. 
ARTICLE 4 : REPARTITION DU FINANCEMENT 
4.l.Les sociétés de plantation et l'IFC se répartissent le financement du Programme, tel que 
décrit dans les deux annexes, suivant le tableau ci-dessous : 
Organismes IFC MICHELIN SOC FIN SIPH 
Montant HT (€) 2004 21.484 4800 4.800 4.800 
2005 .J.O~o2 sa® 5-aOO ~ 
t=r l{fJI 3g6'l- 3 86~ "J,.B 6..:1 
ARTICLE 5 : PROPRIETE DES RESULTATS ET VALORISATION 
5.1. Les Sociétés de Plantations et le CIRAD se reconnaissent co-propriétaires des résultats du 
projet commun, dans des proportions qui seront définies au prorata des contributions 
intellectuelles et financières de chaque partie. 
Au minimum en fin de première phase de la présente conventio~ mais également à chaque 
fois que la nécessité s'en fera sentir, la situation sera établie quant à la répartition 
proportionnelle des droits de propriété sur les résultats, en fonction des contributions 
effectives de chaque partie. 
5.2. Dans l'hypothèse de résultats protégeables par un titre de propriété industrielle, les 
Sociétés de Plantations et le CIRAD décideront d'un commun accord des mesures de 
protection. Un règlement de copropriété sera établi entre les parties. 
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En cas de protection par des titres de propriété industrielle, ces titres seront déposés en 
copropriété. Les frais de protection occasionnés (dépôt, examen, maintien en vigueur etc . 
. . . ) seront répartis entre les Sociétés de Plantations et le CIRAD au prorata de leur quote-
part de copropriété des résultats, définie précédemment. 
Une partie pourra renoncer à participer au dépôt d'un titre de propriété industrielle ou 
abandonner sa quote-part de copropriété sur un titre de propriété industrielle dans un ou 
plusieurs pays et/ou décider de ne pas maintenir sa participation dans un titre de propriété 
industrielle à condition que cette partie informe les autres parties de sa décision dans un 
délai permettant à ces dernières de pendre toutes les mesures nécessaires à la sauvegarde 
de ce titre, et que cette partie cède aux autres parties gratuitement sa quote-part de 
copropriété, les autres parties ne pouvant opposer à la partie cédante le titre de propriété 
industrielle en objet à savoir pour son utilisation pour les besoins propres de la dite partie 
cédante ou les sites dont elle assure la gestion technique ou pour son activité de conseil, 
expertise et appui technique. 
5.3. Les Sociétés de Plantations et le CIRAD pourront disposer librement de tout ou partie des 
résultats obtenus dans le cadre de la Convention pour une utilisation à des fins de 
recherche. 
5.4. Les publications ou communications de résultats scientifiques seront encouragées dans la 
mesure où elles sont compatibles avec l'article 6 de la présente Convention et feront 
l'objet d'un accord mutuel préalable écrit; les parties seront systématiquement citées si 
elles le désirent et avec leur autorisation. 
5.5. Les Sociétés de Plantations pourront utiliser librement et gratuitement les résultats, 
protégés ou non, issus de la présente Convention pour leurs besoins sur leurs plantations et 
les sites dont ils assurent la gestion technique. Cette possibilité d'exploitation est 
cependant strictement limitée aux plantations dont ils assurent la gestion technique. De son 
coté, le CIRAD pourra exploiter librement et gratuitement ces mêmes résultats dans le 
cadre de son activité de conseil, expertise, et d'appui technique. 
ARTICLE 6 : CONFIDENTIALITE 
6.1. Chaque partie s'engage à ne pas divulguer de quelque façon que ce soit les informations 
reçues par une autre Partie aussi longtemps que ces informations seront considérées 
comme confidentielles, c'est-à-dire que la Partie réceptrice ne sera pas en mesure 
d'apporter la preuve : 
~ qu'elle avait connaissance de ces informations avant la signature de la Convention ; 
~ qu'elle en a acquis connaissance par un tiers de façon licite et sans qu'une obligation 
de confidentialité soit attachée à la communication ; 
~ ou que ces informations ont fait l'objet d'une publication ou d'une communication par 
un tiers en droit de les communiquer. 
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6.2. Les Parties s'engagent à ne pas divulguer de quelque façon que ce soit les résultats 
scientifiques et techniques émanant de l' exécution de la Convention, et ce tant que les 
dites informations n'auront pas fait l'objet d'une décision quant à leur éventuelle 
protection. Cette disposition est sans effet si ces résultats entrent dans l'une des exceptions 
prévues dans 6.1 
6.3. Les Parties garantissent que les informations reçues ne seront communiquées qu' à ceux de 
ses employés qui ont besoin d'en avoir connaissance et qui s'engagent à respecter les 
obligations de confidentialité, cela même après avoir cessé d'être employés de la partie 
concernée. 
6.4. Le contenu de la présente Convention est également considéré comme confidentiel. 
ARTICLE 7: DUREE DU CONTRAT ET RESILIATION 
7 .1 . La Convention prend effet à la date de la signature et est conclue pour une durée de cinq 
ans. Le financement de la première phase de deux ans est défini dans l'article 3. Au vu des 
résultats, les Parties entameront la deuxième période, dont les modalités d'exécution et le 
financement seront spécifiés par avenant. 
7.2. La Convention pourra prendre fin si l'une des Parties le sollicite en avertissant les autres 
par lettre recommandée avec accusé de réception et un préavis de 6 mois. 
La Convention pourra être résiliée de plein droit par l'une des Parties, par lettre 
recommandées aux autres, en cas de manquement de l'une des Parties à ses obligations 
contractuelles, et si cette dernière ne palliait ce manquement dans un délai de 30 jours à 
compter de la réception de la lettre recommandée. 
La résiliation interviendra également de plein droit en cas de fusion, de liquidation 
judiciaire, de cessation d'activité ou de dissolution de l'une des Parties, sauf volonté 
expressément notifiée par toutes les parties restantes de la maintenir en vigueur. 
7.3. En cas de résiliation, les dispositions des articles 5 et 6 resteront en vigueur nonobstant 
l' échéance de la présente Convention. 
ARTICLE 8 :JURIDICTION ET RESOLUTION DES CONFLITS 
Tout litige intervenant à l'occasion de la présente convention devra faire l'objet d'une tentative 
de résolution à l'amiable. 
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En cas de désaccord persistant plus de six mois, tout différend découlant de la présente 
Convention sera soumis au Tribunal de Grande instance de Paris. 
Fait à 
-------
En 5 exemplaires originaux le ______ _ 
Pour le CIRAD Pour MICHELIN 
Pour SOCFINCO Pour SIPH 
Pour l'IFC 
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Projet 1: Clones et systèmes d'exploitation 
1 - Introduction 
L'étude et la caractérisation des clones cultivés d'hévéa, dans les champs de clones et sur 
les surfaces monoclonales, et le regroupement de l'ensemble des informations provenant de 
différents sites constituant un réseau, permettent d'optimiser les recommandations clonales 
et de les adapter à la diversité des sites écologiques et aux contraintes des planteurs. 
Les maladies de feuilles constituent une forte source de spécificité locale des 
recommandations clonales. Le risque lié au vent ou l'incidence de l'encoche sèche peuvent 
conduire à écarter localement certains clones ou à proposer des mesures adaptatives. 
L'existence de la typologie métabolique montre une forte interaction entre clones et 
systèmes d'exploitation et constitue une grille d'interprétation essentielle pour analyser les 
principaux problèmes agronomiques sur une base génétique diversifiée. La typologie 
métabolique permet l'adaptation du régime de stimulati<?n à chaque type de clone. Le 
Diagnostique Latex permet de caractériser les valeurs de référence propres à chaque clone 
dans un environnement écologique donné. 
Les bases de données informatiques facilitent les mises à jour et l'accès rapide aux 
informations qui peuvent être facilement partagées par tous 
II - Objectif 
L'objectif générique du projet consiste à optimiser le processus de mise à jour de la 
connaissance des clones et des recommandations clonales, avec les recommandations 
d'exploitation associées, en contact étroit avec 1' expérimentation et avec les agronomes des 
plantations. 
rn- Démarche et mise en œuvre 
Pour parvenir aux objectifs cités ci dessus nous proposons la démarche suivante. 
En premier lieu il s'agira de regrouper régulièrement les informations clonales provenant 
des champs de clones à grande échelle et des surfaces monoclonales sur le plus grand 
nombre de sites possibles de façon à faciliter la circulation de l'information et la confronter 
régulièrement aux observations des agronomes des plantations. Le regroupement annuel des 
fichiers de données existants permettra la rédaction d'un rapport de synthèse sur le 
comportement des clones dans les différents sites. 
D'autre part il s'agira d'identifier les clones nécessitant un complément d'analyses au 
niveau du Diagnostic Latex (DL) pour leur caractérisation métabolique dont découle 
l'optimisation du système d'exploitation (principalement en régime de stimulation). Ensuite 
après discussion avec les laboratoires DL des plantations un programme d'analyse sera mis 
en place. Les données seront collectées et analysées afin de permettre d'affiner l'estimation 
des valeurs de référence DL des clones étudiés et de classer ces clones dans la typologie. 
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Pour permettre de diffuser rapidement l'information auprès des utilisateurs une base de 
données informatisée sur les clones- mise à jour annuellement- permettra un accès sélectif 
rapide et riche aux informations et observations accumulées sur un clone donné, ainsi 
qu'une extraction sélective imprimable de ces informations. Associé à la base de données 
clonales, une deuxième base de données portant sur les systèmes d'exploitation sera créée. 
Cette base fournira un accès rapide aux fichiers rendant compte des principales 
expérimentations connues portant sur les systèmes d'exploitation. 
La diffusion de l'information sera matérialisée par l'édition et l'envoie chaque année d'un 
Cd-Rom aux planteurs. Tous les ans un séminaire de restitution sera organisé à Montpellier 
permettant de partager ces savoirs. 
Mise en œuvre opérationnelle 
Trois mois de temps-chercheur CIRAD seront consacrés annuellement à ce projet, dont 80 
%de ce temps sera concentré sur un chercheur spécifiquement désigné (sélectionneur), les 
20 % restants permettant de mobiliser des compétences spécifiques. 
Un réseau de plantations, d'essais et de surfaces monoclonales sera défini dans le réseau des 
sociétés membres de l'IFC et sur les autres plantations accessibles. On pense a priori aux 
plantations MICHELIN, SOCFINCO et SIPH, au Brésil, en Côte d'Ivoire, au Ghana, au 
Cameroun, au Nigeria et en Guinée. 
Un programme de missions d'appui et d'observation sur les sites d'essais sera réalisé par le 
chercheur CIRAD responsable du projet. Chaque essai du réseau devrait être visité au 
moins une fois tous les deux ans incluant l'appui à la typologie métabolique grâce au 
Diagnostique Latex sur les sites le permettant (Brésil, Côte d'Ivoire, Guinée, Nigeria, 
Cameroun). 
Sous réserve du respect dû à des clauses de confidentialité éventuellement demandées par 
les partenaires du CIRAD, les informations clonales acquises à Hevego (Côte d'Ivoire), au 
Cambodge, au Vietnam ou ailleurs seront intégrées dans le regroupement pour offrir la 
meilleure synthèse possible. Par réciprocité, les informations provenant des plantations du 
groupe IFC pourront être utilisées par le CIRAD au bénéfice d'autres partenaires, après 
retrait de la base de données de certains éléments de nature confidentielle à la demande des 
sociétés de plantations. Toutefois les informations provenant des plantations du groupe IFC 
ne pourront être publiées. 
Les clones concernés en premier lieu sont les clones cultivés, essentiellement d'origine 
Wickham, déjà plantés ou susceptibles d'être plantés. Les autres clones connus pourront 
être inclus à titre documentaire dans la base de données clonales. 
IV- Résultats attendus 
Deux bases de données informatisées seront créées : 
~ l'une sur les clones appelée« Rubberclones». Cette base comportera: des informations 
générales et synthétique sur la biologie florale, l'architecture et la croissance, la 
production, la sensibilité aux maladies, la qualité du caoutchouc produit, ainsi que des 
documents bibliographiques et des photos. 
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» l'autre sur les systèmes d'exploitation appelée « Rubbertapping » comportera des 
informations sur les résultats du diagnostic latex et des valeurs de référence ainsi que 
des articles et communications. 
Un rapport annuel de synthèse sera rédigé sur le comportement des clones étudiés, avec 
mise à jour des recommandations clonales et des recommandations d'exploitation en 
fonction des clones et des sites. 
Ces informations seront regroupées au sein d'un Cd-Rom diffusé annuellement au moment 
d'un séminaire annuel organisé à Montpellier où seront échangées les connaissances des 
uns et des autres. 
Une conférence de synthèse sur les clones, la typologie métabolique et les recommandations 
sera faite sur chaque site visité lors des missions. 
V- Budget 
Le coût annuel total de ce projet comprenant le salaire et le fonctionnement se monte à 
32 000 Euros liT par an. ll comprend le salaire d'un chercheur senior pendant 3 mois par 
an ainsi que les frais de fonctionnement pour la réalisation de 2 missions de 10 jours par an 
et les frais de bureautique/informatique. 
Les sociétés prennent en charge l'accueil du chercheur CIRAD sur leurs plantations lors 
des missions, et mettent à sa disposition les expérimentations clonales et les données 
existantes. 
Les mises en place de nouveaux essais sur les plantations seront décidées et réalisées par les 
sociétés en fonction de leurs possibilités, avec la participation scientifique et technique du 
chercheur CIRAD. 
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Projet 2 : Traitement des archives historiques 
Objectü: Traitement des archives de l'IFC localisées rue Scheffer. 
Démarche: 
Le traitement de ces documents nécessite la procédure suivante : 
};;> tri, inventaire et classement des archives par des archivistes; 
};;> encadrement sur le plan méthodologique et historique ; 
};;> manutention et élimination des archives inutiles ; 
};;> conditionnement des archives à conserver en boites d'archives. 
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